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: Additionsverbindungen von Cystin und Pikrinsiure.’) 
4 Von 
te Gerrit Toennies. 
] : _ 
e (Aus dem Forschungsinstitut des Lankenau-Hospitals, Philadelphia, Pa.) 
3 (Der Schriftleitung aa am 20. Mai 1933.) 
’ F Bei dem Versuch, ein Pikrat des 1-Cystin zu isolieren?), zeigte 
sich, daB Cystin und ’ Pikrinsiure in Form komplexer Additions- 
1 4 verbindungen zusammentreten kénnen. Die gegen beide Kompo- 
 nenten heiB gesittigte wibrige Lisung scheidet beim Erkalten 
6 ~ eine der Formel 3 Cystin + 1 Pikrinsiure entsprechende Ver- 
1 © bindung ab. Andere Sepatliamssedteocnan fiihren mit anderer 
~ Ausbeute zu demselben Produkt. Es ist wenig léslich in Wasser 
4 und fast unléslich in organischen Lésungsmitteln. Durch Zusatz 
*~ von Alkali oder starker Saiure, wie auch durch Kochen der wiB- 
9 {| rigen Suspension wird die Substanz in ihre Komponenten zerlegt. 
> Was die Frage angeht, ob der Komplex als solcher in Lésung 
4 * existiert oder ob das Ionengleichgewicht einfacher Salzbildung 
0 * vorherrscht, aus dem sich iiber ein sekundires Gleichgewicht die 
| feste Phase des Komplexes bildet, so deutet vielleicht die Beob- 
* achtung von Andrews’), daB die spezifische Drehung von Cystin 
8 e in wiBriger Pikrinsiurelésung (im Gegensatz zu anderen Siuren) 
beim Verdiinnen konstant bleibt, auf komplexférmige Existenz 
3 |) des Cystin in der Lésung. Auferdem wird der Komplex im 
b) Gegensatz zu freiem Cystin reichlich von methylalkoholischer 
5 || Pikrinsiure gelést, so da zum mindesten hier nicht-salzartige 
0 |= Bindungen vorherrschen miissen. Die Tatsache, daB sich aus 


dieser Lésung eine Kombination von 6 Cystin und 1 Pikrinsiure 

ausfillen 1aBt, zeigt die Existenz verschiedener Bindungsméglich- 

keiten zwischen den beiden Verbindungen. Vergleichendes Studium 

~ der optischen Drehungswerte deutet auf eine der Komplexbildung 

. (4% zuzuschreibende 2 25) ige Krhéhung der spezifischen Drehung von 
»  \¥ Cystin. Es scheint vorliufi vertriiht, zu versuchen, die hier 
wirksamen Bindungskrifte bestimmten Molekiilgruppen zuzuweisen. 


trierte, getrocknete und durch Benzolextraktion von freier Pikrin- 


J . 

0 i I. Verbindung 3 1-Cystin + 1 Pikrinsiure. Aus einer siedend 

nm | heiBen Lésung von 27,5 mM Pikrinsiure und 12,5 mM Cystin in 

n 4 50 ccm Wasser bildet sich beim Abkiihlen ein tieforangefarbenes 
() Ol, das sich beim Stehen (a) amorph verfestigt. Beim Kiihlen 
' unter Schiitteln (b) bildet sich die feste Form sofort. Der fil- 
, 


1) -Ausgefiihrt mit Hilfe einer Stiftung fiir wissenschafdiche Forschung 
der Firma E. R. Squibb & Sons, New York. 

*) Toennies u. Lavine, J. of biol. Chem. 100, 465 (1933). 

8) J. of biol. Chem. 65, 151 (1925). 
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9 Gerrit Toennies, Additionsverbindungen von Cystin u. Pikrinsiiure, 
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siiure befreite Niederschlag enthilt etwa 90°/, und bei Anwendung 
von 40,2 mM Pikrinsiure, 12,5 mM Cystin und 100 ccm Wasser 
(c) etwa 50°/, des benutzten Cystin. — 200 ccm Wasser nahmen 
bei 20 stimdigem Schiitteln bei Zimmertemperatur 17,5 mM Pikrin- 
siiure und 2.9 mM Cystin auf (d). Der Verdunstungsriickstand 
wurde mit Benzol extrahiert. — Pikrinsiure wurde titrimetrisch 
(Brom-Kresol-Griin als Indikator) und gravimetrisch [nach Busch 
und Blume, Z. angew. Chem. 21, 354 (1908)] bestimmt. 


3 Cystin + 1 Pikrinsiure. Ber. Pikrinsiiure 24,12. Gef. (getrocknet 
bei 110°) titrimetrisch: [Substanz nach (a)] 23,6, (nach (b)] 23,7, 23,9, 23,4, 
(nach (c)] 23,6; gravimetrisch: [mach (a)] 22,9, [nach (b)] 22,8, [nach (a)} 23,9. 

II. Verbindung 6 1-Cystin + 1 Pikrinséure. — Die filtrierte Li- 
sung von 7,5 g der ,3:1%-Verbindung in 150 cem 0,5 molarer 
methylalkoholischer Pikrinsiure wird mit 1 Liter Benzol versetzt. 
Der Niederschlag wiegt nach Benzolextraktion etwa 6 g. 

6 Cystin +1 Pikrinsiure. Ber. C 30,17, H 4,52, Pikrinsiure 13,71, Cystin 
86,29. Gef. C 30,23, H 4,66, Pikrinsiiure (titrimetrisch) 13,5, (gravimetrisc h) 
13,6 —14,2, Cystin (polarimetrisch bestimmt an der salzsauren Lésung) 85. 

Die folgende Zusammenstellung beleuchtet die Frage nach 
der optischen Drehung des komplexformig gebundenen Cystin. 

Durch Einleiten von trockner HCl in die methylalkoholische 
Pikrinsiiurelésung der Additionsverbindungen und Fiillen mit Ather 
erhaltene Krystalle wurden durch Krystallform und Zersetzungs- 
punkte (189—190°) als Cystinchlorhydrat identifiziert. 

pane alkoholische Natriumathylatlésung aus der methyl- 
alkoholischen Pikrinsiéurelésung der ,3:1“-Verbindung gefilltes 
Cystin zeigte 99,5°/, der spezifischen Drehung - Ausgangs- 
materials, 











Millimol er 100 ccm 28 
- —| Medium | Lalitg 
Cystin | HCl Pikrinsiiure | ; oo 
4,2 / 100 | - | H,O | —244') 
4,2 | 100 | — CH,OH | — 245%) 
1,67 | 100 | 0,28 H,O (6°/, CH,OH) | — 248 
167 | 100 | 0,56 | H,O (6°/, CH,OH) | —248 
4,30* ;§ — | 14,76** =| CH,OH | —806 
430* | — | 40,07** CH,0H | —811 


* in Form der ,,1: 6“-Verbindung. 
** teilweise in Form der ,,1 : 6“-Verbindung. 


An der Ausfiihrung der Experimente hat Mr. Theodore 
F, Lavine in dankenswerter Weise mitgewirkt. 


) J. of biol. Chem. 89, 163 (1930). 
) In methy lalkoholischer Pikrinsurelésung ist Cystin nicht léslich. 
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Eine Mikromethode zur Bestimmung des Histidins, 
insbesondere ein Verfahren zur Trennung von Histidin 
und Tyrosin. 

Von 


Konrad Lang. 





(Aus der stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1933.) 


Zur Mikrobestimmung des Histidins sind schon eine ganze 
Reihe von Verfahren ausgearbeitet worden, die sich fast ausnahms- 
los auf die Kigenschaft dieser Aminosiure, mit Diazoniumkérpern 
in alkalischer Lésung zu Farbstoffen zu kuppeln, griinden. Da 
das Tyrosin die gleiche Reaktion gibt und das Substrat fir 
Histidinbestimmungen zumeist in KiweiBhydrolysaten besteht, ist 
man gezwungen eine Trennung von Histidin und Tyrosin durch- 
zufiihren. Das bisher beste Verfahren zur Histidinbestimmung 
stammt von Koessler und Hanke.') Die beiden Autoren be- 
wirken die Abtrennung des Histidins vom Tyrosin durch eine 
Fallung mit Phosphorwolframsiure. Da aber das Phosphorwolframat 
des Histidins eine merkbare Eigenléslichkeit besitzt, waren Koess- 
ler und Hanke gezwungen, einmal eine empirische Korrektur 
dafiir einzufiihren und zweitens mit verhaltnismaBig groBen EKiweib- 
mengen zu arbeiten, KiweiBmengen, wie sie einem beim Bearbeiten 
von Fragen aus der Pathologie nicht immer zur Verfiigung stehen. 
Ks schien mir daher wiinschenswert zu sein, ein besseres T'ren- 
nungsverfahren auszuarbeiten, um so auch Histidinbestimmungen 
in wenigen Milligrammen Protein durchfiihren zu kénnen. Die im 
folgenden beschriebene Methode griindet sich auf die Eigenschaft 
des Histidins, in schwach alkalischem Milieu mit komplexen Mer- 
curiverbindungen unlésliche Niederschlige zu geben, wihrend 
Tyrosin unter diesen Bedingungen in Lésung bleibt. 

Erforderliche Reagentien: 1. Quecksilbermixtur nach Hins- 
berg und Laszlo?) 150 ccm gesittigter HgCl,-Lésung werden mit 





1) J. of biol. Chem. 39, 497 (1919) und 483, 521 (1920). 
*) Biochem. Z. 217, 354 (1929). 


1* 








4 Konrad Lang, 


70 g krystallisiertem Natriumacetat und 10 g NaCl versetzt. 
2. 4°/, von Natriumborat. 3. Sodalésung gesiittigt. 4. n-HCl, 
5. 5°/, NaON. 

Die Durchfiihrung der Bestimmung: 

1 ccm salzsaures EiweiBhydrolysat, entsprechend einer Ki- 
weibmenge von 30—40 mg, wird in einem Zentrifugenglas mit 
der gesiittigten Sodalésung genau neutralisiert und dann mit 1 Tropfen 
n-HCl gerade eben wieder angesiuert. Dann fiigt man 1 ccm 
der Quecksilbermixtur und 2 ccm der Boratlésung hinzu und 
mischt gut durch. Wenn sich die entstandene Fillung zu sedi- 
mentieren beginnt wird zentrifugiert, die oben stehende Fliissig- 
keit abgesaugt und der Niederschlag in iiblicher Weise 1—2 mal 
mit Wasser ausgewaschen. Dann bringt man den Riickstand 
durch Zugabe von 2—3 Tropfen der Cyanidlésung in Liésung, 
spilt in einen 50 ccm MeBkolben iiber und fiigt 2 com der ge- 
siittigten Sodalésung zu. Den weiteren Gang der Bestimmung habe 
ich in Anlehnung an die Methode von Koessler und Hanke 
unter Ersatz der Colorimetrie durch Photometrieren folgender- 
maBen durchgefiihrt: 

Darstellung der Diazolésung: 20 ccm einer 0,5°/, Sulfanil- 
siiurelésung in 1,75°/, HCl werden in einem 50 ccm MeBkolben, 
der in Eiswasser steht, mit 2 ccm 2°/, NaNO,-Liésung versetzt. 
Nach 5 Minuten werden nochmals 2 ccm NaNO, und nach weiteren 
5 Minuten nochmals 2 ccm Nitrit zugefiigt und mit Wasser bis 
zur Marke aufgefiillt. Diese Diazoliésung, die einen grofen Uber- 
schuB an Nitrit enthalt, mu8 in Eiswasser aufbewahrt werden 
und zum Gebrauch mindestens 15 Minuten alt sein. 

In die in einem 50 ccm-Mefkolben befindliche und schon 
mit Soda versetzte Untersuchungsfliissigkeit gibt man 4 ccm der 
Diazolésung, und fillt mit Wasser zur Marke auf. Dann wird 
sofort im Stufenphotometer unter Vorschaltung des Filters 8. 53 
photometriert und so lange beobachtet, bis das Maximum der 
Farbintensitat erreicht ist, was nach wenigen Minuten der Fall ist. 

Das Beersche Gesetz gilt streng. Zur Aufnahme der Kich- 
kurve empfiehlt es sich, die oben beschriebene Hg-Fiallung des 
Histidins durchzufiihren, da die Farbintensitét etwas durch das 
Quecksilber und Cyanid beeinfluBt wird. Die erhaltenen Werte 
lassen sich auf weniger als 5°/, genau reproduzieren. Das Filter 
S. 53 wurde, obwohl das Maximum der Absorption nicht bei dieser 
Wellenlinge liegt, gewihlt, weil etwaige Nebenfarbungen hier gut 
herauskompensiert werden. 











~ 


Eine Mikromethode zur Bestimmung des Histidins usw. 5 


Als Beleg fiir die Brauchbarkeit des geschilderten Verfahrens 
fiihre ich die folgenden Versuche an (Tabelle). Mit Hilfe dieser 
Methode ist es méglich, in einem Hydrolysat von 300—400 mg 
Eiwei8 nebeneinander auger dem Histidin noch die folgenden 
Aminosiuren zu bestimmen: Cystin nach Folin und Looney’), 
Arginin nach Lang’), ferner Prolin und Oxyprolin nach Lang.’) 





te ccm cll - Gefunden 
mg Histidin “mg Tyrosin | ™S Histidin 





0,50 | 2,00 0,51 
1,00 2,00 1,00 
2,00 2,00 1,98 


Histidinbestimmungen in EKiweifkérpern mit schon des éfteren 
untersuchtem Histidingehalt ergaben gute Ubereinstimmung mit 
den in der Literatur angegebenen Werten. So ergaben 17,3 mg 
Globin (menschliches Globin) 1,43 mg Histidin = 8,03°/, und 17,8 mg 
Globin 1,43 mg Histidin = 8,04°/,. Schenck‘), der kirzlich sehr 
ausgedehnte Untersuchungen tiber die Zusammensetzung des mensch- 
lichen Globins angestellt hat, ermittelt den Histidin-N zu 12—13°/, 
des Gesamt-N, was einem Histidingehalt von 7—8°/, entspricht. 
30,7 mg menschliches Serumalbumin ergaben 0,86 mg Histidin 
= 2,80°/, und 31,6 mg Serumalbumin ergaben 0,91 mg Histidin 
= 2,88°/,. Die in der Literatur fiir Serumalbumin angegebenen 
Histidinwerte bewegen sich zwischen 2,3 und 3,7°/,. 

In weiteren Versuchen habe ich die Brauchbarkeit der Me- 
thode in Versuchen, in denen zu EiweiBhydrolysaten bekannte 
Histidinmengen zugesetzt wurden, erprobt. Zu 30,7 mg Serum- 
albumin, die 0,86 mg Histidin enthielten, wurden 0,74 mg Histidin 
zugesetzt. Gefunden wurden insgesamt 1,61 mg Histidin, also 
+ 0,01 mg. Zu 31,6 mg Albumin, die 0,91 mg Histidin enthielten, 
wurden 0,74 mg Histidin zugesetzt. Gefunden wurden 1,66 mg 
Histidin = + 0,01 mg. 


Zusammenfassung. 

Ks wird eine Mikromethode zur Bestimmung des Histidins 
in EiweiBhydrolysaten beschrieben. Die 'Trennung des Histidins 
vom Tyrosin erfolgt durch Fillung mittels komplexen Mercuri- 
chlorids in schwach alkalischem Milieu. 





1) J.of biol. Chem. 51, 421 (1922). %) Diese Z. 208, 273 (1932). 
5) Diese Z. zur Zeit im Druck. *) Arch. f. exper. Path. 150, 160 (1930). 
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Uber die fermentative Ammoniakabspaltung 
aus Thymonucleinsdure durch Kaninchenleber. 
Von 


Ernst Biiding. 


(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitét Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1933.) 


Fiir den biologischen Abbau der Purine ist die chemische 
Bindung des Purinkerns im Nucleinsiiure- oder Nucleosidmolekiil 
von besonderer Bedeutung. Die Untersuchungen von G. Schmidt?) 
haben gezeigt, daB die Purin desaminierenden Fermente in der 
Reihe der ribosehaltigen Nucleinsiiuren und deren Spaltprodukte 
streng spezifisch auf deren Substrate eingestellt sind und dab 
z. B. fiir die Desaminierung des Adeninkerns durch Leber- und 
Muskelfermente die Bindung dieser Base an Kohlehydrat von aus- 
schlaggebender Bedeutung ist. 

Die bisherigen Untersuchungen iiber die Desaminierung ge- 
bundener Purine erstrecken sich fast nur auf die Derivate der 
Ribosereihe. Zwar wissen wir durch die Untersuchungen der 
Thannhauserschen Schule’), da auch im Thymonucleinsiiure- 
molekiil die Purinbasen bei erhaltener Purin—,,Kohlehydrat“-Bin- 
dung desaminiert werden kénnen, doch dienen in den Unter- 
suchungen dieser Autoren die desaminierenden Fermente nur als 
Mittel zur priiparativen Darstellung der Nucleoside, so da deren 
Eigenschaften und Wirkungsmechanismen noch nicht genauer 
studiert worden sind. In der vorliegenden Arbeit habe ich daher 
auf Anregung von Herrn Dr. G. Schmidt einige Eigenschaften 
der in der Kaninchenleber sich findenden Thymonucleinsiure des- 
aminierenden Fermente untersucht. 


Methodische Vorbemerkungen. 


Analytische Methodik: Zur Guaninbestimmung wurden die in den 
Untersuchungen von G, Schmidt und E. Engel‘) angegebenen Vorschriften 
befolgt. Die Guaninbestimmung wurde in zwei Versuchen auch nach einer 
von G. Schmidt verbesserten Bestimmungsmethode vorgenommen. Die 
mit der urspriinglichen und der verbesserten Methode vorgenommenen Ver- 
suche ergeben iibereinstimmende Resuliate. 








Le ond 
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Uber die fermentative Ammoniakabspaltung usw. 7 

Darstellung eines Ferment-Trockenpriparates: Als Aus- 
gangsmaterial dienten stets Acetonleberpriiparate, die in folgender Weise 
gewonnen wurden: Eine Kaninchenleber wird durch eine kleine Fleisch- 
miihle getrieben und mit der 20 fachen Menge Aceton gut verriihrt. Der 
Riickstand wird durch Absaugen auf einer nicht zu kleinen Nutsche ab- 
getrennt. Diesen ProzeB wiederholt man im ganzen 3 mal. Der Riickstand 
wird in Ather aufgeschwemmt und nach abermaliger Abtrennung auf der 
Nutsche im Vakuumexsiceator, ohne Gegenwart eines Trockenmittels, eine 
Stunde lang aufbewahrt, wobei die Wasserstrahlpumpe dauernd in Tiitig- 
keit gehalten wird. Das trockene Pulver wird durch ein feines Haarsicb 
geschiittelt, um bindegewebige Bestandteile zu entfernen. Die Haltbarkeit 
des im Kisschrank aufbewahrten Trockenpriiparats bleibt etwa 8 Tage kon- 
stant und nimmt dann schnell bis zur vollstiindigen Inaktivitit ab. 

Nachweis der fermentativen Desaminierung von Thymonuclein- 
saure durch das in der beschriebenen Weise erhaltene Trockenpraparat. 
Versuchstechnik: In Erlenmeyerkolben von 100cem wurde jeweils 1 ¢ 
Leberpulver abgewogen und in 15 cem einer 0,2°/, igen Lésung von thymo- 
nucleinsaurem Natrium suspendiert. Die Ansiitze kamen dann sofort in ein 
Wasserbad von 37°. Die Unterbrechung geschah durch Zusatz von 2 cem 
10°/,iger Schwefelsiiure. 


Tabelle 1. 


Versuch Nr. 1 am 3. 12. 31 in der oberen, Versuch Nr. 2 am 15. 12. 31 in 
der unteren Reihe. 





Abgespaltene Abgebaute 
Versuch Art des Fermentes Ammoniak- Guaninmenge 
menge in mg 
0,85 2,6 
a Acetonleberextrakt 
0,73 2,6 
0,02 0,1 
b Wasserlésliches Extrakt ea 
0,01 0,1 
— ‘ { 0,02 0,2 
¢ Wasserunlésliches Extrakt 
| 0,00 0,0 
zs . m 0,56 1,6 
d Kombination von b + ¢ 
0,46 1,5 
(Kombination von erhitztem 0.03 0.2 
e , und ungekochtem wasser- 
| unldslichem Extrakt | 0,01 0,1 
Kombination von nicht - 
f erhitztem wasserléslichem | 0,02 0,1 
und erhitztem wasser- | 0.02 0.1 
unléslichem Extrakt 











Die Ergebnisse von zwei derartigen Desaminierungsversuchen 
sind in Tab. 1 zusammengestellt. Die Resultate eines einzelnen 








E. Biding, 
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Experiments sind in 6 Horizontalbreiten enthalten, von denen 
jede die Aktivitit einer in bestimmter Weise aus Acetonleber 
gewonnenen Fermentpraparation zeigt. Zur Herstellung dieser 
verschiedenen Enzympriparate wurde innerhalb jedes Einzel- 
versuchs das gleiche Acetonleberpriparat verwandt, die Menge der 
verschiedenen, im einzelnen Versuch gepriiften Fermentpripara- 
tionen entsprach stets der gleichen absoluten Menge des Aus- 
gangsmaterials. 

Man sieht, daB in beiden Versuchen das enzymatische Roh- 
material (Acetonleber; Rubrik a in jedem Versuch) sehr erhebliche 
Ammoniakmengen aus Thymonucleinsiiure abspaltet. Die beiden 
Rubriken b und c zeigen den EinfluB, der durch Extraktion des 
Acetonleberpulvers mit Wasser auf die Aktivitiit des Ferments 
ausgeiibt wird. 

Technik der Extraktion: 1 g Acetonleberpulver wird in 
20 com Wasser aufgeschwemmt, bei 37° eine halbe Stunde im 
Wasserbad stehen gelassen und die so erhaltene Suspension zentri- 
fugiert. Den Riickstand wiischt man mit 20 com Wasser auf der 
Zentrifuge und vereinigt das Waschwasser mit dem Zentrifugat. 
Der Riickstand selbst wird in 40 ccm Wasser suspendiert. Wie 
aus den Rubriken b und c hervorgeht, war in allen Versuchen 
sowohl der Riickstand als auch das wiibrige Extrakt ohne Wirkung 
auf ‘Thymonucleinsiure. 

Diese Tatsache legt die Frage nahe, ob sich durch Kombi- 
nation von Riickstand und Extrakt die Aktivitit des desami- 
nierenden Ferments wiederherstellen libBt. Dies ist in der Tat in 
sehr betraichtlichem MaBe der Fall, wie aus den in Rubrik d ent- 
haltenen Versuchsergebnissen zu ersehen ist. 

Die in den beiden letzten Vertikalreihen enthaltenen Werte 
des abgebauten Guanins zeigen, daf ein Teil des gebildeten 
Ammoniaks auf die Desaminierung des Guaninkerns zu beziehen 
ist, und auch dieser Teilvorgang der Desaminierung kann, wie 
die Gesamtammoniakbildung, weder durch wiBriges Extrakt noch 
durch die Extraktionsriickstiinde allein bewirkt werden, wihrend 
die Wiedervereinigung der beiden Fraktionen die guaninabbauende 
Wirkung zum gréBeren Teil wieder herzustellen vermag. 

Wie die Rubriken e und f zeigen, ist keine der beiden 
Fermentkomponenten hitzebestindig (80°; 10 Minuten). Dies gilt 
sowohl fiir die Desaminierung der Thymonucleinsiure iiberhaupt, 
wie fir den Abbau des Guaninkerns. Das Verhalten der Kom- 
ponenten des Fermentsystems lift zwei Erklirungen zu: Entweder 
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Tabelle 2. 


Einwirkung von Acetonleberpulver auf Nucleoproteid. 





100 mg aus Rindermilz [40mg aus Schweinepankreas 








Nr. des | : l ; 
Datum |Ferment-|}mg NH,| ™8 Guanin mg NH,| ™g Guanin 
pulvers ab- |nochvor-| ab- ab- (nochvor-| ab- 

gespalten | handen \gebaut gespalten; handen gebaut 
— — — — = = — = - a 
2.11.1932} 1 094 | Of | 281 088 | 02 | 2,8 

| | | 

2.111932] 2 0,81 | 0,2 2.3 | 0,74 0,3 2,2 
17.11.1932} 3 105 | 0,2 2,3 | 0,96 02 | 2,8 











ist eine der Komponenten ein hitzeempfindlicher Aktivator oder 
ein Ferment, dessen Kinwirkungen an bestimmte Bindungsstellen 
des Nucleinsiiuremolekiils erst die Desaminierung ermédglicht. 
Man kénnte sich z. B. vorstellen, dab im Gegensatz zum Guanyl- 
siureabbau die Desaminierung erst nach vorhergehender Dephos- 
phorisierung oder nach fermentativer Aufspaltung der Thymo- 
nucleinsiure*) in die Nucleoside erfolgen kann. 

Die Entscheidung dariiber, welche der beiden Méglichkeiten 
zutrifft, kann erst die vergleichende Verfolgung der verschiedenen 
enzymatischen Abbauvorgiinge am Thymonucleinsiuremolekiil in 
ihrem zeitlichen Verlauf erbringen. 

Anhang. Es sei noch erwihnt, daf eine desaminierende und 
guaninabbauende Wirkung des Acetonleberpulvers an Nucleo- 
proteiden testgestellt werden konute. 

Die Guaninbestimmung ergab, dai 100 mg -Nucleoproteid 
aus Rindermilz und 40 mg /-Nucleoproteid aus Schweinepankreas 
2,5 mg Guanin enthalten. 

Aus Tabelle 2 ist das Ergebnis von 3 Versuchen mit Nucleo- 
proteiden ersichtlich. In gleicher Weise wie die Thymonucleinsiure 
wurden die Nucleoproteide mit 1 g Acetonleberpulver behandelt. 
Ks stellte sich heraus, daB bei beiden Nucleoproteiden starke 
Ammoniakabspaltungen stattfinden, die bei Nucleoproteid aus 
Rindermilz zwischen 0,81 und 1,05 und bei Nucleoproteid aus 
Schweinepankreas zwischen 0,74 und 0,96 mg schwanken. Der 
Abbau des Guanins ist bei beiden Nucleoproteiden in alien drei 
Versuchen ein nahezu vollstiindiger. Inwieweit der nicht auf 
die Desaminierung des Guaninkerns zu beziehende Anteil des 
gebildeten Ammoniaks aus Purinen oder anderen Substanzen 
(Histidin, Siureamide) stammt, li8t sich nicht mit Sicherheit ent- 
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scheiden: doch sind die beiden Kerne der Nucleinsiuren wahr- 
scheinlich als Muttersubstanzen fiir den gréBten Teil des gebildeten 
Ammoniaks anzusehen. 


Zusammenfassung. 

1. Das Thymonucleinsiure desaminierende Fermentsystem 
der Kaninchenleber kann in eine wasserlésliche und eine wasser- 
unlisliche Komponente zerlegt werden. Beide Komponenten sind 
hitzeempfindlich und fir sich allein nicht zur Desaminierung 
fahig, gewinnen aber nach ihrer Mischung den gréBten Teil ihrer 
urspriinglichen Wirksamkeit wieder. 

2. Es wird gezeigt, daf ein Teil der an Nucleoproteiden und 
Thymonucleinsiure beobachteten fermentativen Desaminierungs- 
vorgiinge sich am Guaninkern abspielt. 


Literatur. 


1. Diese Z. 208, 185 (1932). 
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IV. Der Hemmungseffekt primarer Alkohole 
auf die Lipase aus Karpfenleber. 
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Schon von verschiedener Seite wurde zur Charakterisierung 
von Enzymvorgingen ihre Reaktionsgeschwindigkeit bei Gegenwart 
fremder — meist reaktionshemmender — Stofie herangezogen. 
Falk'), Murray und King’), Glick und King*) vermuteten, 
daB die Affinitiit eines Enzyms zu anderen Substanzen einen Hin- 
weis auf die Natur des Enzyms selbst lefern kénnte. Glick und 
King konnten deutliche, mit der Kettenlinge wachsende A ffinitiit 


der Leberesterasen zu normalen Alkoholen nachweisen. 


In friiheren Mitteilungen haben wir‘) das verschiedene Ver- 


Ziel der vorliegenden Untersuchung ist, die Hemmung 


butyrat und Athylcrotonat zu vergleichen. 


Zeit bestiindig blieb. 








halten von Lipase aus Karpfen- und Schweineleber besprochen. 
Esterasen durch normale Alkohole bei der Hydrolyse von Athyl- 


Die Lebern von Karpfen und Schweinen wurden sofort nach Tétung 
der Tiere entnommen und mit Aceton getrocknet. Es war nicht méglich, die 
Karpfenleber nach der Methode von Willstitter und Waldschmidt- 
Leitz) zu extrahieren, weil der lisliche Anteil vollkommen unwirksam war; 
der Wirkstoff fand sich nur in dem bei Essigsiurezusatz zum ammoniakali- 
schen Extrakt entstandenen Niederschlag. Wir cephaaaaraney eine gewogene 
Menge des Lebertrockenpulvers mit der 10 fachen Menge 50°/, igen Glycerins, 
schiittelten 2 Stunden im Schiittelapparat und saunstbealantin den unléslichen 
Anteil ab. Wéihrend der Extrakt aus Schweineleber stets klar war und mit 
Essigsiure keine Fiillung gab, war der Karpfenleberextrakt triibe und gab 
mit Sure einen Niederschlag. Das Filtrat davon war unwirksam. Weiter 
beobachteten wir, daB das Lebertrockenpulver sofort nach der Herstellung 
inaktiv zu sein schien, die Wirkung sich aber nach kurzer Zeit wieder ein- 
stellte, langsam bis zu einem gewissen Grad abnahm und dann fiir geraume 


Der Hemmungseffekt wurde nach der Methode von Murray und King?) 
bestimmt. Als Substratkonzentration wurde bei der Hydrolyse von Athyl- 
butyrat diejenige gewihlt, bei welcher in Abwesenheit von Hemmungs- 





12 Joseph C. Kernot und Henry W. Hills, 


kérpern die Reaktionsgeschwindigkeit am gréBten war. Um gut vergleichen 
zu kénnen, verwendeten wir die gleiche Konzentration auch beim Athy)- 
erotonat. Alle Versuche wurden bei p;; 7 mit Bromthymolblau als Indikator 
ausgefiihrt. Annihernd konstante H-lonenkonzentration erreichten wir durch 
Zufiigen von n/100-NaOH aus einer Biirette mit sehr fein ausgezogener 
Spitze. Die Ausgangslésungen von Athylbutyrat und Athylerotonat wurden 
mit CO,freiem Wasser hergestellt. In 25 ccm-Flischchen gaben wir je 1 ccm 
Substratlésungen, wechselnde Mengen des Hemmungskérpers, fiillten auf 
8 cem auf, fiigten 5 Tropfen einer wiilrigen 0,01°/,igen Indikatorlésung zu, 
stellten nochmals auf das erforderliche p,,; ein und setzten zuletzt zu jeder 
Probe 0,2 eem Enzymlésung zu. Die Titrationen wurden bei Zimmertempe- 
ratur ausgefiihrt und jeweils ein Blindversuch zur Kontrolle mit bestimmt. 

In den Ansiitzen mit Lipase aus Karpfenleber verlief die 
Spaltung bedeutend langsamer. Etwa gleiche Mengen Substrat 
wurden von der Schweineleberlipase in 10 Minuten, von der 
Karpfenleberlipase aber erst in 2'/, Stunden gespalten. 

Die Hemmung der ee a Alkoholkonzentrationen 
— ausgedriickt in g-mol — wurde aus den Versuchsergebnissen 
berechnet und fiir jeden Alkohol, die beiden Ester und die Enzyme 
graphisch dargestellt. Den Mista der Reaktion mit Athylalkohol 


gibt Tab. 1 w bilite: fiir die weiteren Ergebnisse dienen die Kurven. 


Tabelle L. 
















































































Enzym C,H,OH 
g-mol pro Liter | 35,86] 71,7 | 143,4] 215,2] 286,8 0 
Schwein Tropfen NaOH 
pro 10 Minuten | 13 12 6 5 2,5} 22 
°, Hemmung . | 37 46 72 75 88 0 
Karpfen Tropfen NaOH 
pro 150 Minuten 6 5 3 1 12 
°, Hemmung . | 50 9 67 75 91 0 
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Fig. 2. I Amylalkohol II Hexylalkohol III Octylalkohol IV Phenylmethylearbinol 
V Phenylithylalkohol. 


Die Hemmung bei beiden Enzymen steigt also in gleicher 
Weise an. Betrachtet man nur die ersten Werte der Reihe, so 
findet man die von Traube fiir kapillaraktive Stoffe aufgestellte 
Regel auch hier bestiitigt: der Hemmungseflekt nimmt ganz regel- 
miBig zu, und jedes héhere Homologe in der Reihe hemmt 
prozentual etwa ebenso stark wie vorhergehende bei 3 fach geringerer 
Konzentration. Bei den héheren Alkoholen steigt der Hemmungs- 
effekt anniihernd gleichmifig an; die Anwesenheit einer Phenyl- 
gruppe im Molekiil verstiirkt ihn betriichtlich. Das kann man beim 
Athylalkohol durch Einfiithrung von C,H, in «@- oder #-Stellung 
zeigen. In e@-Stellung ist die Hemmung gréfBer bei niederen, 
geringer bei héheren Konzentrationen. 


Tabelle LI. 








Schwein Karpfen 

oO; [ a Or ot ae ‘e \ 

¢ Hemmung ne Konzentration ©n | Konzentration| — ©n 
in g-mol (C) | C,+1] in g-mol (C) | C,+1 

Athy] 50 ~— 13,5 se 

40°/ Propy! 19 2,7 4,5 3,0 

10 Butyl 6 | 3,1 2,0 3.2 

Amy] 2,6 2.3 0,05 9 

Athy] 69 [| - 26,0 a 

50° Propyl 26,0 | 2,7 7,5 3,4 

IU"! Buty! 7,3 3,5 3,5 2,2 

Amy! 3,0 2,4 0,9 3,9 











Kurven III und IV zeigen die Ergebnisse der Versuche bei 
Anwendung von Athylcrotonat als Substrat. 
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Fig. 3. 


Fig. 4. 
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II Hexylalkohol 


I Amylalkohol 
V Phenylmethylcarbinol. 


III Octylaikohol 


IV Phenylathylalkohol 


Auch hier bestiatigt sich die oben erwihnte Regel: die Hemmung 
wird bei jedem héheren Homologen um etwa das 3fache verstiirkt. 
Die letzten Kurven zeigen, dafi Doppelbindungen im Substrat 










































































“eo 
0 ' ——y 
i | | } i ,4 
o | a | +" a == —_— wa 
a 4 Le } | j Si ” > 
‘yo Oe z= peo" 
& a ae 7 ~~ 
a at ee | |__| || 
0-H ire rT | | —— 
ati } , io } } | Bisex en | 
é at ae j — 4. i 
S| /| * 2, Seeker amr | 
=~ 1i/ i te | 4d (ae ae i } | 
= bi / | | | j.. | \ 
i : } ~ } a 9 i i ; j H 
| f 1. | lot | j 
f A | } | j 
y T | Ts: 7 mi 
iP? ee ee oe ——— Athy |buttersiure 
Ate tt eat 
WY | | ------- thylcrofansdure 
} what . } j | j it 
Fh a ae i a | 
| 
e ” 20 Yj & 50 60 70 & # 
Molgewnch/ # 10° 


Schwein. I Athylalkohol II Propylalkohol III Butylalkohol IV Amylalkohol 








ol 


1g 
a. 
at 





IV. Der Hemmungseffekt primirer Alkohole auf die Lipase usw. 


































































































i - i ‘ 
1 BES Se ee ee oe eat )tlCULtCOd 
if ae Socal ocoorto* a v | | j 
a or ooo, 
1 . pane] | | | 
& & v4 a | | | 
S ; / j — | | a | | 
a Oi [ —" 
oy Hf { “| | | | } 
™ 40 F / “— . } 
vf 2 eueue 
4 : —— |Rethylbuttersaure 
a ---=-- |Rethyloroton sa fe 
wy t | 
E } | 
0 4 | { i | 
0 0 20 JO 40 50 60 70 &0 G0 
Molgewich! « 10° 


Fig. 6. Fisch. I Athylalkohol II Propylalkohol III Butylalkohol IV Amylalkohol 


die Geschwindigkeit der Hydrolyse vermindern, ebenso wie sie 
auch die Kapillaraktivitit herabsetzen. 

Weitere Untersuchungen iiber die Wirkung der Lipase auf 
Substrate mit Doppelbindungen im Molekiil sind im Gange. 


Zusammenfassung. 


_ Die Hemmung primirer Alkohole auf die Hydrolyse von 
Athylbutyrat und Athylcrotonat bei Anwendung von Karpfen- und 
Schweineleberlipase wird untersucht. Der Hemmungseffekt steigt 
betrichtlich mit der Kettenliinge. Traubes Regel fiir kapillar- 
aktive Stoffe gilt auch hier. 

Die Hydrolyse von Athylcrotonat geht etwa 14mal langsamer 
vor sich als die von Athylbutyrat. 
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Entstehung von Cystein aus Cystin durch Bestrahlung. 
Von 


Paul Szendré, Ulrich Lampert und Fritz Wrede. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut und der Abteilung fiir Physiologische Chemie 
der Universitat Greifswald.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. September 1933.) 


Durch Untersuchungen von P. Wels') wurde festgestellt, 
daB durch Ultraviolettbestrahlung von EKiweiBstoffen in sauer- 
stoffarmer Atmosphiire, auch in reinem Stickstoff, eine Substanz 
entsteht, die sich durch ihr eigentiimliches Reduktions- und Oxy- 
dationsvermégen auszeichnet. Bei der Bestrahlung von Eiweif 
konnten wir die Entstehung von Schwefelwasserstoff nachweisen. 
Daher war es naheliegend, Cystin in den Kreis der Unter- 
suchungen zu ziehen. Dieses wurde in Stickstoffatmosphire mit 
ultraviolettem Licht bestrahlt. Wir konnten feststellen, daB sowohl 
in saurer wie in alkalischer Lésung tiefgreifende Verinderungen 
eintraten: Die alkalische Liésung (in n/10-Natronlauge) farbt 
sich bei der Bestrahlung gelb, beim Ansiiuern entsteht Schwefel- 
wasserstoff, elementarer Schwefel scheidet sich ab (Polysulfide?); 
die saure Lésung (in n/10-Salzsiiure) labt die Bildung von 
Schwetelwasserstoff direkt beobachten (Geruch, Bleiprobe), die 
Lésung triibt sich zudem allmiihlich durch ausgeschiedenen 
Schwefel. — Beide Liésungen zeigten starke Reduktionswirkung 
gegeniiber Folinreagens (Phosphormolybdinsiiure) und bei der 
Titration mit Jodlésung. Diese reduzierende Wirkung wiirde 
zwar schon durch Anwesenheit des beobachteten Schwefelwasser- 
stofis erkliirt werden, es ist aber bemerkenswert, daB auch die 
durch Destillation in saurer Lisung sorgfiltig vom Schwefel- 
wasserstoff befreite Lisung noch starke Reduktionswirkung auf- 
weist: mit Folinreagens gab sie Blaufiirbung, Methylenblau wurde 
von ihr entfirbt. Es muBte somit eine nichtdestillierbare Sub- 
stanz vorhanden sein, die als Wasserstofidonator wirkt. 

Nachdem in der bestrahlten Lisung Schwefelwasserstoff nach- 
gewiesen war, lag der Gedanke nicht fern, daB auBerdem in der 





') Arch. f. exper. Path. 171, 480 (1933). 
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Lésung Cystein vorhanden sein kénne, und daf dieser Stoff fiir 
die beobachtete Wirkung verantwortlich gemacht werden miisse. 
Auf Grund dieser Uberlegung und Beobachtung suchten wir in 
den bestrahlten Cystinlésungen nach Cystein: es gelang auch, in 
den sauren und den alkalischen Medien — und zwar in letzteren 
in besserer Ausbeute — 1-Cystein zu isolieren: Beim Kindampfen 
(bei saurer Reaktion) der bestrahlten Cystinlésungen hinterbleibt 
ein Riickstand, der mehrere Substanzen enthalt. Er ist frei von 
Schwefelwasserstoff und anorganischen Sulfiden. Wird er in Wasser 
geljst, so zeigt diese Liésung die oben erwihnten Ieaktionen, 
Entfirbung von Methylenblau usw. — Nach Zusatz von Alkali 
und Nitroprussidnatriumlésung entstand eine voriibergehende inten- 
sive Rot-Violett-Farbung, wie sie fiir Sulfhydrylkérper charakte- 
ristisch ist. Fiir die Anwesenheit von Cystein spricht auch der 
positive Ausfall der Flemingreaktion”) und die Blaufirbung mit 
Kisenchlorid. 

Wir haben nun den Riickstand der bestrahlten Cystinlésungen 
auf seine Bestandteile untersucht: Ein Teil besteht aus un- 
verindertem Cystin (etwa 50°/,). Dieses Cystin ist schwer von den 
anderen Substanzen zu trennen, da es bei deren Anwesenheit auBer- 
gewohnliche Léslichkeitsverhaltnisse aufweist (Losungsgenossen). — 
Neben anderen noch undefinierten Substanzen fanden wir Cystein. 
Ks wurde durch Zusatz von Ammoniak aus der alkoholischen 
Liésung ausgefillt (vgl. unten). 

Das Cystein wurde als nicht deutlich krystallisiertes Pulver 
gewonnen. Es gab die Farbreaktionen des Cysteins, auch lief 
sich das schén krystallisierte Benzylderivat vom Schmelzpunkt 
etwa 215° darstellen, das sich mit dem aus kiuflichem Cystein 
hergestellten Benzylderivat als identisch erwies.*) Bei der Oxydation 


-mit n/10-Jodlésung entstand Cystin, das durch seine Krystallform, 


Léslichkeit und seine spezifische Drehung identifiziert wurde. 


Beschreibung der Versuche. 

300 ccm einer 0,5°/,igen Lésung von 1-Cystin (Merck) in 
n/10-Salzsiure bzw. n/10-Natronlauge werden dem unfiltrierten 
Licht einer Quarzquecksilberlampe (Heraeus) ausgesetzt. Die Be- 
strahlung erfolgt in dem von P. Wels‘) angegebenen rotierenden 
Apparat unter ausgiebiger Wasserkiihlung. Die Lésung befindet 


*) Biochemie. J. 24, 965 (1930). 
°) F. Suter, Diese Z. 20, 562 (1895). 
*) Pfliigers Arch. 223, 395 (1929). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, COX XII. 
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sich in etwa 18 cm langen Quarzréhren mit einer lichten Weite 
von etwa 2 cm. Weitgehende Luftfreiheit wird dadurch erzielt, 
daB in die bis zum Rand gefiillte Réhre ein mit Glashahn ver- 
sehener Kautschukstopfen eingesetzt wird. (Die Fliissigkeit tritt 
durch den Hahn aus; durch SchlieBen des Hahnes kann Abschluf 
der AuBenluft erzielt werden. Fir den Ausfall der Versuche 
erwies es sich iibrigens als belanglos, ob die Réhren vollstandig 
mit Flissigkeit gefillt sind oder etwas Luft enthalten). Bei den 
sauren Liésungen kann nach etwa 3 Stunden Bestrahlung eine 
allmihlich zunehmende Triibung durch Schwefel beobachtet werden. 
Die Lésungen riechen stark nach Schwefelwasserstoff und geben 
mit Blei- und Silbersalzen schwarze, mit Cadmiumsalzen gelbe 
Fallungen. Die alkalischen Lésungen farben sich bei der 
Bestrahlung allmiéhlich gelb; nach dem Ansiuern triiben sie sich 
unter Auftreten von Schwefelwasserstoff. Die Triibung erweist 
sich ebenfalls als Schwefel. 

Die bestrahlte Lésung (die alkalische wurde durch Zusatz 
von Salzsiure sauer gemacht) wird durch Kieselgur filtriert und 
daun im Vakuum bei etwa 40° zur Trockne gebracht. Der mit 
Krystallen durchsetzte Riickstand, der (in wenig Wasser geldst) 
die oben erwihnten Farbreaktionen gibt, wird mit etwa 50 ccm 
warmem, absolutem Alkohol ausgelaugt. 

Der Riickstand erweist sich als Cystin (etwa 0,7 g). Die 
alkoholische Liésung wird im Vakuum eingedampft und der Riick- 
stand nochmals mit Alkohol ausgelaugt, wodurch weitere geringe 
Mengen von Cystin abgetrennt werden. Die so erhaltene Lisung 
wird dann mit konzentriertem wifrigen Ammoniak gerade neutra- 
lisiert, der entstandene Niederschlag wird verworfen. 

Das Filtrat wird weiter tropfenweise mit Ammoniak ver- 
setzt, solange noch etwas ausfillt. Der abgesaugte Niederschlag 
wird zwecks Reinigung in wenig Wasser geldst, filtriert, das Filtrat 
wird im Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand mit etwa 
10 ccm Alkohol tibergossen. Durch Zugabe einer gerade geniigen- 
den Menge konzentrierter Salzsiure wird der Niederschlag in 
Lésung gebracht. Es wird wieder filtriert und mit Ammoniak 
gefallt, dann im Vakuum bei 80° getrocknet. Ausbeute etwa 50 
bis 70 mg. 


4,146 mg Subst.: 4,51 mg CO,, 2,20 mg H,O, 0,028 mg Riickstand. 
Cystin, C,H,,0,N,S, (240,3) Ber. C 29,97 H 5,04 
Cystein, C,H,O,NS (121,1) Ber. C 29,72 H_ 5,83 

Gef. ,, 29,87  ,, 5,98. 
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Das fast weiBe, nicht deutlich krystallinische Pulver ist leicht 
léslich in Wasser, kaum léslich in kaltem Alkohol, unléslich in 
Ather. Beim Kochen mit alkalischer Bleisalzlésung entsteht 
Schwarzfirbung; mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge tritt 


- Rotviolettfirbung auf, die in Bezug auf Qualitit und Quantitiit 


der mit Cystein gebildeten entspricht. Ebenso ist die Fleming- 
reaktion und die Reaktion mit Eisenchlorid stark positiv. 


Die spezifische Drehung des so gereinigten Cysteins spricht 
dafiir, daB ihm noch kleine Mengen einer stiirker drehenden 
Substanz (Cystin?) beigemengt sein miissen: 40 mg Substanz in 
2 ccm Wasser gelést zeigen im 1 dm-Rohr eine Drehung von 
—0,60°; [a], =etwa —30°.— Die Lésung wird nun mit Ammoniak 
und einer Spur Eisenchlorid versetzt®) und mit Luft durchleitet. 
Das Filtrat ist gefirbt, so daB die genaue Ablesung des Dreh- 
winkels Schwierigkeiten macht. Der Drehwinkel ist aber wesent- 
lich nach der negativen Seite hin vergréBert, so daB auch dieser 
Befund fiir die Bildung von Cystin spricht. 

Die Oxydation des isolierten Cysteins zu Cystin wird auch 
noch auf folgende Weise gezeigt: Die salzsaure Lisung wird mit 
n/10-Jodlésung in geringem UberschuB versetzt, auf dem Wasser- 
bad zur Trockne gebracht, der Riickstand wird in wenig Wasser 
gelést und mit Natriumacetat essigsauer gemacht. Das aus- 
gefallene weiBe Pulver wird durch wiederholtes Umfiillen in iiblicher 
Weise gereinigt: 67,08 mg Subst. in 1 ccm n-Salzsiure gelést 
zeigen im 1 dm-Rohr eine Drehung von —14,1°; 23,85 mg Subst. 
ebenso eine Drehung von —5,15°; [@], = —210,2° und —215,9°%.) 

Das wie oben isolierte, annihernd analysenreine Cystein wird 
in das Benzylderivat umgewandelt*): 200 mg werden in 5 ccm 
n-Natronlauge gelést und mit 200 mg Benzylchlorid 1 Stunde 
kriftig geschiittelt. Dann wird mit Ather das iiberschiissige Benzy]- 
chlorid entfernt. Die Lésung wird filtriert und im Vakuum von 
celéstem Ather befreit, dann mit Essigsiiure angesiiuert. Nach 
einigen Minuten entsteht ein krystalliner Niederschlag. Er wird 
aus heiBem Wasser (nach Reinigen mit etwas Tierkohle) um- 
krystallisiert und im Vakuum bei 80° getrocknet. — Aus 50mg 
des Rohcysteins wurden etwa 40 mg analysenreines Benzylderivat 
gewonnen. 





5) E. Erlenmeyer jun., Ber. chem. Ges. 36, 2721 (1903). 
®) Fiir die spezifische Drehung von 1-Cystin sind Werte zwischen 


— 205° und — 228° in der Literatur angegeben. 
D* 
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3,812 mg Subst.: 7,98 mg CO,, 2,18 mg H,O. — 4,65 mg Subst: 
0,264 eem N (18°, 770 mm). 
C,,H,;0,NS (211,2) Ber. C 56,84 H620 N 6,63 


Gef. ,, 57,09 », 6,40 5, 6,75. 

Die Substanz bildet weife Blittchen von den bekannten 
Kigenschaften. Der Mischschmelzpunkt mit einem aus kiuflichem 
Cystein dargestellten Priiparat liegt unverindert bei etwa 215°. 

Das aus kiuflichem Cystein bereitete Benzylderivat wird 
auf seine spezifische Drehung untersucht: 209 mg in 10 ccm 
2°/ iger Natronlauge gelést zeigen im 1 dm-Rohr a = + 0,54°; 
[«],° =+ 25,8° Das durch Bestrahlung gewonnene Benzylcystin 
zeigt: 123 mg in 5 ccm 2°/,iger Natronlauge im 2 dm-Rohr: 
a = -+ 1,25°; [e]3° = + 25,4° 


Zusammenfassung. 
Wird Cystin in saurer oder alkalischer Lisung mit der 
Quarzlampe bestrahlt, so entsteht unter anderem 1-Cystein in 
einer Ausbeute von etwa 5°/,. 


Die vorstehende Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der Liebig-Gesell- 
schaft ausgefiihrt. 











Uber die optische Aktivitét des Phytols. 


Von 


Th. Wagner-Jauregg. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1933.) 


Rohes, undestilliertes Phytol dreht nach R. Willstitter 
und F’. Hocheder?) die Ebene des polarisierten Lichtes schwach 
nach rechts, ([¢], =-+ 0,79°), wihrend der durch Destillation ge- 
reinigte Alkohol optisch inaktiv ist. Fiir diese Tatsache bestehen 
zwei Erklarungsméglichkeiten: Entweder ist das natiirliche Phytol 
optisch aktiv und racemisiert sich bei der Destillation, oder es 
ist im Rohphytol der Alkohol von optisch aktiven Substanzen 
begleitet. Letztere Deutung ist die wahrscheinlichere, da der Ver- 
lust des Drehungsvermégens einer Substanz von der Konstitution 
des Phytols unter den Bedingungen der Destillation nach allem, 
was man iiber Racemisierung weiB”), unwahrscheinlich erscheint. 
Die Entscheidung, ob das natiirliche Phytol optisch aktiv ist oder 
nicht, besitzt Interesse im Hinblick auf genetische Betrachtungen, 
zumal die ganz iiberwiegende Mehrzahl der Naturprodukte, die 
asymmetrische Kohlenstoffatome enthalten, auch optische Aktivitit 
zeigen. Die Inaktivitit des Phytols, das 2 asymmetrische C-Atome 
besitzt, kénnte z. B. in Beziehung gesetzt werden zu einer hypo- 
thetischen Terpenvorstufe, die Protophytol*’) benannt wurde, in 
der noch keine Asymmetriezentren ausgebildet sind und aus der 
das racemische Phytol durch partielle Hydrierung méglicherweise 
entsteht. 

Kinen Beitrag zur experimentellen Behandlung der Frage 
nach der optischen Aktivitit des Phytols sollen die im folgenden 
mitgeteilten Versuche liefern. Es wurde Rohphytol aus Brenn- 


1) Liebigs Ann. 354, 248 (1907); R. Willstatter, E.W. Mayer u. 
EK. Hiini, Liebigs Ann. 378, 84 (1911). Vgl. dagegen FI’. G. Fischer u. 
K. Léwenberg, Liebigs Ann. 475, 199 (1929). 

*) Vgl. z. B.: Th.Wagner-Jauregg in ,,Stereochemie“, herausgegeben 
von K. Freudenberg, Verlag Franz Deuticke, Wien, 1932, S. 852 ff. 

*) Th. Wagner-Jauregg, Liebigs Ann. 496, 53 (1932). 
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nesseln?), das noch stark griin gefairbt war, zur Befreiung von 
gefiirbten Verunreinigungen einer Nachbehandlung mit methyl- 
alkoholischer Kalilauge nach R. Willstatter, E.W. Mayer und 
K. Hiini’) unterzogen. Das so gereinigte, nur mehr schwach briiun- 
lich gefirbte Priparat zeigte nach Entfernung des Lésungsmittels 
durch Evakuieren im Hochvakuum, in itherischer Lésung ein 
+ 0,08° x 100 saad 
10,159, x 1dm ~ 7 9» 
also genau den von R. Willstitter und F. Hocheder beob- 
achteten Wert. Das davon im Hochvakuum abdestillierte Phytol 
war optisch inaktiv. Der Destillationsriickstand betrug 17,5°/, 
und besaB in Ather eine spezifische Drehung 
rap = 1.0:84° x 100 
“D> 8,159, x 1 dm 
Dieser Versuch zeigt, da sich bei der Destillation im Verdampfungs- 
riickstand die optisch aktiven Stoffe anreichern. Macht man die 
Annahme, daB das Phytol schon urspriinglich, vor der Destillation 
optisch inaktiv war und rechnet man aus dem _ beobachteten 
[a] = + 6,6° des Destillationsriickstandes auf die Drehung des Roh- 
phytols vor der Destillation zuriick, dann erhalt man(@],, = + 0,12° 
(10,15°/,ige Lésung, 1 dm-Rohr). Tatsiichlich beobachtet wurde 
[«], =+0,08° (vgl. oben); die Differenz zwischen gefundenem 
und berechnetem Wert liegt innerhalb der Versuchsfehler. Es 
laBt sich aus diesem Versuch der SchluB ziehen, daB das natiir- 
liche, undestillierte Phytol entweder optisch inaktiv ist 
oder eine spezifische Drehung von héchstens [a], = — 0,48° 
besitzt. Da das Drehungsvermégen von Alkoholen bzw. Kohlen- 
wasserstoffen vergleichbarer Konstitution oft ein nur geringes ist, 
laBt dieser Befund eine Entscheidung zwischen beiden Méglich- 
keiten nicht zu. Eine solche wiire erst méglich, wenn es geliinge, 
das Phytol in seine Antipoden zu spalten und deren Drehung zu 
messen. 

Die alkoholische Lésung des Destillationsriickstandes vom 
Rohphytol gab mit Digitoninlésung eine starke Fallung, was die 
Anwesenheit von Sterinen vermuten lie8. Tatsichlich lieferte der 
dlige Destillationsriickstand bei mehrmaligem Umlésen aus Methanol 
reichlich Krystalle, die offenbar ein Gemisch verschiedener Phyto- 


[alp 


-=+ 6,6°. 





') Dieses hatte Herr Prof. A. Stoll, Basel, in freundlicher Weise 
Herrn Prof. R. Kuhn zur Verfiigung gestellt. 
*) Liebigs Ann. 378, 82 (1911). 
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sterine darstellten. In Schmelzpunkt und Drehung war dieses 
Krystallisat dem Sitosterin recht ihnlich, Das Vorkommen 
dieses linksdrehenden Sterins in der Brennessel haben bereits 
L. Zechmeister und P. Tuzson?) beschrieben, und es ist ver- 
stiindlich, daB es bei der Extraktion der Blitter ins Rohchloro- 
phyll und, nach erfolgter Verseifung, in das Rohphytol gelangt. 
Sterin aus Rohphytol: GroB8e, perlmuttergliinzende Krystallblitt- 
chen, die bei 100° im Hochvakuum getrocknet wurden. Schmelzp. 137—139". 
3,966, 4,251 mg Subst.: 12,31, 13,135 mg CO,, 4,28, 4,45 mg H,0O. 


C,.H,O Ber. C 83,98 H 12,16 
Gef. ,, 84,65, 84,50 » 12,08, 11,75. 
= — 0,38° x 100 _ 


po - ee = — 27,1° (CE ; 
L@!p i x 1,406 7,1° (CHCI,) 


Titration der Doppelbindung nach Rosemund-Kuhnhenn?”): 
70,3 mg Subst.: verbr. 4,23 cem n/10-Pyridin-dibromidlésung. 
Ber. 1\°: 3,4 cem. 


In den alkoholischen, kriftig gelbgefiirbten Mutterlaugen 
des Sterins waren die rechtsdrehenden Stoffe des Phytol- 
Destillationsriickstandes enthalten. Wahrscheinlich enthielten sie 
ein wenig Xanthophyll, das ja ebenfalls in Brennesseln vorkommt 
und eine sehr starke Rechtsdrehung besitzt. Nach der Intensitit 
der Farbe der Lésung zu schlieBen, konnte die beobachtete Drehung 
aber nicht ausschlieBlich durch Xanthophyll bedingt sein, sondern 
es diirfte in diesen Mutterlaugen noch ein anderer, farbloser oder 


schwach gefirbter Stoff enthalten sein, der nach rechts dreht. 


1) Diese Z. 183, 74 (1929). 
*) Z. Unters. Nahrgsmitt. usw. 2, 154 (1923). 





Uber Scillarenase. 
(3. Mitteilung iber Herzglucoside)’) 


Von 


A. Stoll, W. Kreis und A. Hofmann. 





(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Chemischen Fabrik vorm. Sandoz, Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. September 1933.) 


Theoretische Einleitung. 


Die Untersuchungen iiber Herzglucoside, iiber die wir in 
unseren beiden ersten Mitteilungen’) berichtet haben, hatten die 
Isolierung der am Herzen wirksamen Glucoside der Meerzwiebel 
und der Fingerhutarten zum Ziel. Es sollten die Glucoside in 
dem Zustand, wie sie in den frischen Drogen vorliegen, also in 
genuiner Form gefaBt werden. Voraussetzung dafiir war, daB es 
gelang, alle Reaktionen, vor allem solche der Hydrolyse, gegen 
welche die Herzglucoside besonders empfindlich sind, fernzuhalten. 
Hoéhere Temperaturen, Siuren und Alkalien waren zu vermeiden, 
wobei aber unter Umstinden gerade giinstige Bedingungen fiir 
enzymatische Vorgiange geschafien wurden. Mit der Anwesen- 
heit von Enzymen im natiirlichen Ausgangsmaterial mufte man 
rechnen, nicht nur auf Grund der Annahme, daf die Enzyme, 
die zum Aufbau der Glucoside gedient hatten, dieselben unter 
verinderten Bedingungen wieder abbauen konnten, es lagen seit 
einiger Zeit bereits mehr oder weniger stichhaltige experimentelle 
Beobachtungen vor, die auf die Méglichkeit eines partiellen enzyma- 
tischen Abbaus von Herzglucosiden der Meerzwiebel und der 
Fingerhutarten hinwiesen. 

Jacobs und Mitarbeiter gelang es mit den Samen von Stroph- 
anthus Courmonti aus dem K-Strophanthin-/*) und aus Periplocin *) 





1) 1. Mitteilung Helvet. chim. Acta 16, 703 (1933). 2. Mitteilung Helvet. 
chim. Acta 16, 1049 (1933). Vorliufige Mitteilungen: Verh. Schweiz. Natur- 
forsch. Ges. 1927, II, 182; ebenda 271; Schweiz. Med. Wochenschr. 57, 1169 
(1927); Verh. d. Schweiz. Naturforsch. Ges. 1932, 331 und 435, sowie A. Stoll, 
Ein Gang durch biochemische Forschungsarbeiten“, Berlin 1933. 

*) A.a. O. 

8) J. of biol. Chem. 69, 153 (1926). 

*) J. of biol. Chem. 79, 519 (1928). 
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die endstiindige Glucose enzymatisch abzuspalten unter Uber- 
fihrung der urspriinglichen Glucoside in die zuckerirmeren 
Abkémmlinge Cymarin und Periplocymarin. Strophanthin aus 
Strophanthus Hispidus wurde durch Hispidussamen enzymatisch 
in Cymarin und Glucose zerlegt’) und das wasserliésliche Glucosid- 
cemisch aus Strophanthus Sarmentosus konnte mittels eines 
Enzympriiparates aus der gleichen Droge in Sarmentocymarin 
und Glucose gespalten werden.”?) Ob die Strophanthobiase, wie 
Jacobs das Strophanthin spaltende Enzym nennt, auch die 
Strophanthobiose, den aus Cymarose + Glucose bestehenden 
Zucker, als solchen zu spalten vermag, wie die Bezeichnung des 
Enzyms erwarten lieBe, oder ob dieses nur das Gesamtmolekiil 
des Strophanthins angreift, geht aus Jacobs Untersuchungen 
nicht hervor. 

Ks sei in diesem Zusammenhang noch erwiihnt, dab Jacobs’) 
beim Arbeiten mit den Samen von Strophanthus Kombé noch 
eine weitere enzymatische Reaktion entdeckte, die nicht hydro- 
lysierend, sondern eigenartig isomerisierend auf die Glucoside 
einwirkt. Bei der Autolyse von Strophanthus Kombésamen findet 
neben der Hydrolyse von Strophantain in Cymarin und Glucose 
durch die Strophanthobiase noch eine Umwandlung des gebildeten 
Cymarins in das isomere Allocymarin statt, das bei der voll- 
stindigen sauren Hydrolyse Allostrophanthidin und Cymarose 
liefert. Wir selbst sind bei der Bearbeitung der Meerzwiebel- 
und der Fingerhutglucoside ,allomerisierenden Enzymen“ bisher 
nicht begegnet. Die Beobachtungen von Jacobs zeigen indessen, 
daB man bei der priparativen Bearbeitung von Herzglucosiden 
vor allem bei der Isolierung aus natiirlichen Drogen auch noch 
mit anderen als hydrolysierenden Enzymen rechnen muf. 

Etwa zur Zeit, als Jacobs die Strophanthobiase entdeckte, 
machten wir in unserem Laboratorium die Beobachtung, da’ man 
bei der Herstellung von Scillaren A aus frischer Meerzwiebel zu 
besonders schén krystallisierenden Priparaten gelangte, wenn 
man die Meerzwiebelschnitzel einige Zeit unter einem Konser- 
vierungsmittel aufbewahrte. Die Darstellung eines schén krystalli- 
sierten Glucosidpriparates aus der Meerzwiebel war durch mehr- 
tiigiges Aufbewahren der Meerzwiebelschnitzel unter Essigester 
bei gewohnlicher Temperatur sehr erleichtert worden, aber die 





1) J. of biol. Chem. 79, 531 (1928). 
*) J. of biol. Chem. 81, 765 (1929). 
8) J. of biol. Chem. 88, 519 (1930). 
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erhaltenen Krystalle waren kein urspriingliches Scillaren A mehr, 
sie waren zuckeriirmer und agluconreicher als dieses. 

Das Scillaren A, iiber dessen Reindarstellung und Eigen- 
schaften, chemische Zusammensetzung u. a. wir in der ersten 
Mitteilung iiber Herzglucoside (a. a. O.) ausfiihrlich berichtet haben, 
macht etwa zwei Drittel der herzaktiven Substanz der Meerzwiebel 
aus. Es ist heute sehr leicht rein und schén krystallisiert zugiing- 
lich und liefert bei der vollstindigen sauren Hydrolyse auf 1 Mol. 
des Aglucons, Scillaridin A, 1 Mol. Rhamnose und 1 Mol. Glucose 
nach folgender Spaltungsgleichung I: 


CsrHOi, SEE 0, Hy203 + CuHayOj0 
Scillaren A Seillaridin A Scillabiose 
Y 








C.H,.0; + C.H,20, 
Rhamnose_  d-Glucose 

Die Bindung zwischen dem Aglucon und dem Rhamnoserest 
wird schon durch ganz verdiinnte Siiure sehr leicht gelist, wobei 
eine Biose, die Scillabiose abgespalten wird, die sich erst unter 
energischeren Verseifungsbedingungen z. B. bei 16 stiindigem 
Kochen mit 1°/, iger Schwefelsiure in Rhamnose und d-Glucose 
spalten liBt. Es ist daher durch die saure Hydrolyse nicht 
méglich, aus Scillaren A nur einen Monoserest herauszuspalten 
und zu einem Scillaridin-Monosid dem Proscillaridin A zu 
gelangen. 

Es hat sich nun gezeigt, daB die schénen Krystalle, die man 
nach dem Aufbewahren der Meerzwiebelschnitzel unter Essig- 
ester aus diesen gewinnt, aus Proscillaridin A bestehen. Die 
Glucose wurde enzymatisch aus dem urspriinglichen Glucosid, 
dem Scillaren A abgespalten gemif folgender Gleichung II: 

Co7Hy0;, 9 CERarenase, C3, HO, + C3H,205 

Scillaren A II Proscillaridin A d-Glucose 

Da das Enzym das Glucosemolekiil nur aus intaktem 
Scillaren A, indessen gar nicht aus der Scillabiose abzuspalten 
vermag, sO haben wir es mit Scillarenase bezeichnet. Bei 
raschem Verarbeiten der frischen Meerzwiebel unter Zusatz von 
leicht léslichen Salzen wie Ammonsulfat*), welche die Zellsubstanz 


*) Der Zusatz von leicht léslichen Salzen zu frischer Meerzwiebel- 
substanz ist eine technische Nutzanwendung von der Beobachtung, daB man 
durch Salzzusatz die Scillarenasewirkung praktisch ganz unterdriicken kann. 
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und damit Enzym und Substrat ausfiillen, kann die enzymatische 
Spaltung vermieden werden und man gewinnt das urspriingliche 
Glucosid Scillaren A ohne Beimischung eines partiell enzymatisch 
abgebauten Glucosids. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber eine ein- 
fache Untersuchung, mit der wir die Scillarenase als Enzym in 
groben Ziigen charakterisieren und gleichzeitig die Bedingungen 
erfahren wollten, unter denen das Enzym einerseits am _ besten 
seine Wirksamkeit entfaltet oder andererseits an seiner Wirkung 
verhindert werden kann, wenn es sich darum handelt, die Glucoside 
in genuinem Zustand zu gewinnen. 

Die bei der Meerzwiebel gewonnenen Erfahrungen haben wir 
seither bei der Bearbeitung der Herzglucoside von Digitalisarten 
verwertet. Sowohl bei der Dig. purpurea wie bei der Dig. lanata 
sind enzymatische Reaktionen beobachtet worden, die aus bisher 
unbekannten, von uns isolierten genuinen Glucosiden dieser 
Pflanzen Glucose abzuspalten vermégen und bei der Dig. pur- 
purea zu bekannten, bei der Dig. lanata zu Acetylverbindungen 
von bekannten Glucosiden fiihren. Wir werden iiber die Gluco- 
sidasen der Fingerhutarten in einer spiteren Mitteilung ausfiihr- 
licher berichten.') 

Die in letzter Zeit von KE. Perrot und A. Goris?) und 
ihren Schiilern wiederholt ausgesprochenen Vermutungen, daf in 
vegetabilischen Drogen durch hydrolysierende und oxydierende 
Fermentreaktionen die wirksamen Stoffe veriindert werden kénnen, 
sind wenigstens im Hinblick auf hydrolysierende Enzyme yon 
Jacobs bei Strophanthusarten und durch unsere Untersuchungen 
sowohl bei der Meerzwiebel wie bei Fingerhutarten experimentell 
bestatigt worden. 

Ks ist von Interesse, daB bei allen bis jetzt in der Gruppe 
der Herzglucoside beobachteten enzymatischen Hydrolysen, bei den 
Strophanthusglucosiden sowohl wie beim Scillaren A und bei den 
Digitalisglucosiden stets endstiindige Glucose von einem Desoxy- 
zucker (Cymarose, Sarmentose, Rhamnose, Digitoxose) weggespalten 
wird, wihrend die Hydrolyse solcher Glucoside mit Siure in erster 
Stufe so verliuft, daB die Glucose mit daran haftendem Desoxy- 
zucker als Biose auftritt. 





) Siehe auch die oben zitierten vorliufigen Mitteilungen. 
7) Bull. Acad. Méd. (3° S.) 61, 681 u. 62, 97 (1909); Bull. Se. pharm. 
38, 7 (1931) und Progrés méd. 1933, 354. 
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Bei der Untersuchung der Scillarenase begegneten wir ihn- 
lichen Verhiltnissen, wie sie R. Willstatter und A. Stoll?) bei 
der Chlorophyllase beobachtet haben. Schon die Entdeckung der 
beiden Enzyme geschah auf analoge Weise; man beobachtete zu- 
erst, daB Chlorophyll bzw. Scillaren in anderer Form erhalten 
wurden, wenn man diese Substanzen nach dem Abtéten der Zellen 
noch lingere Zeit mit der Zellsubstanz in Berihrung lief, als 
wenn man die Extraktion rasch durchfihrte. Das amorphe natiir- 
liche Chlorophyll wurde dabei unter Abspaltung des Phytols durch 
Umesterung oder Hydrolyse in krystallisierende Derivate verwan- 
delt, wihrend das Scillaren A durch Abspaltung der Glucose in 
das noch leichter krystallisierbare Proscillaridin A verwandelt 
wird. Die Chlorophyllase ist fiir Chlorophyll spezifisch, wie es die 
Scillarenase fiir Scillaren A zu sein scheint. Die beiden Enzyme 
konnten bis jetzt auch aus der fein zerkleinerten Zellsubstanz 
nicht extrahiert werden; man ist gendtigt, in beiden Fiillen mit 
enzymhaltigen Zellresten zu arbeiten. Beide Enzyme sind wohl darin 
als wahre Desmoenzyme im Sinne Willstitters?) fest verankert. 

Es gelang bei einzelnen Meerzwiebellieferungen die beim 
Zerkleinern von frischer Zwiebel erhaltene schleimige Masse durch 
eine Art Autolyse unter Zusatz von Wasser etwas zu verfliissigen 
und in ein Sediment aus hiutigen Zwiebelresten und eine diinn- 
fliissige Schicht zu scheiden. Die immerhin noch triibe, schwach 
saure Fliissigkeit erwies sich als stark scillarenasehaltig. Aber 
schon eine diinne Talkschicht vermochte beim Filtrieren der 
Autolysenfliissigkeit die ganze Menge wirksamer Substanz zuriick- 
zuhalten und ein unwirksames Filtrat zu liefern. Es ist kaum an- 
zunehmen, daB so gewonnene ,,Scillarenase-Talkpriparate*, 
die sich mit Wasser und Alkohol auswaschen lassen, ohne an 
enzymatischer Wirksamkeit zu verlieren, eigentliche Adsorbate des 
Enzyms an Talk darstellen. Wahrscheinlich hat der Talk nur 
dazu gedient, fein suspendierte Protoplasmareste, die das Enzym 
gebunden enthalten, aufzufangen. 

Mit Meerzwiebeln anderer Lieferung trat beim Zerkleinern 
und Ansetzen der schleimigen Masse mit Wasser keine Verfliissi- 


') Vgl. beispielsweise ,,Untersuchungen iiber Chlorophyll“ Berlin 1913 
(Springer) und Liebigs Ann. 378, 380, 387, ferner R. Willstitter, ,,Unter- 
suchungen iiber Enzyme“, Berlin 1928, S. 3324. 

*) Naturw. 19, 745 (1931) und Diese Z. 203, 189, 206 (19381), vgl. 


bzgl. ,,Chlorophyllase* R. Willstitter u. M. Rohdewald, Diese Z. 208, 
265 (1932). 
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gung und Separation in Schichten ein. Die gesamte Enzymmenge 
blieb in den hiutigen Zwiebelresten zuriick, die man ohne Enzym- 
verlust mit Wasser und Aceton erschépfend extrahieren und trock- 
nen konnte. In wiBriger Aufschlimmung zeigten diese griindlich 
extrahierten Zellreste, die ,Scillarenase-Zellriickstandpri- 
parate“, eine starke Knzymwirkung. Da uns die Meerzwiebeln 
aus Mittelmeergegenden in ganz verschiedenem Zustand nach der 
Ernte, teils frischer, teils linger aufbewahrt, manchmal mit Bliiten- 
stinden, die sie lange nach der Ernte treiben, geliefert werden, 
so erklirt sich wohl das verschiedene Verhalten der Meerzwiebel- 
substanz nach dem Zerkleinern aus dem verschiedenen Gehalt 
an autolysierenden Fermenten, je nachdem sich die Zwiebeln in 
einer Wachstumsperiode oder in einem Ruhestadium befinden. 
Auch mehr oder weniger vorhandene Pflanzensiuren diirften beim 
Zustandekommen der ,,Autolyse“ eine Rolle spielen, wenn sie ein 
fiir die optimale Wirkung autolysierender Fermente giinstiges 
Py Schaffen. 

Nach dem Vorbild von R. Willstitter und M. Rohdewald, 
denen die enzymatische Loslésung von Desmoenzymen aus Leuco- 
cyten!) gelang, versuchten wir scillarenasehaltige Zellsubstanz 
mit Papain und mit Diastase abzubauen, um die Scillarenase in 
wiBrige Lésung zu bringen, freilich ohne Erfolg. Die Meerzwiebel- 
zellriickstinde besaBben nach der Behandlung mit Papain oder mit 
Diastase oder beiden zusammen noch ihre volle Scillarenase- 
wirksamkeit, wihrend die wiBrigen Ausziige unwirksam waren. 

Sowohl das ,,Scillarenase-Talkpriparat“ wie die ,,Scillarenase- 
Zellriickstandpriiparate* muBten vor der Anwendung zum enzy- 
matischen Versuch sehr griindlich extrahiert werden. Vor allem 
durften beim Versuch keine reduzierenden Substanzen mehr in 
Lisung gehen, da die Scillarenasereaktion durch Titration der 
abgespaltenen Glucose gemessen wurde. Bei der Reinigung der 
Enzympriparate war Extraktion mit Wasser, Athylalkohol und 
Aceton zulissig, wiihrend Essigester und Methylalkohol das Enzym 
schiidigten. Indessen ist zu bemerken, daB die Scillarenase- 
reaktion auch schon in geringeren Alkoholkonzentrationen stark 
gehemmt wird, so daB wir, da das Substrat Scillaren A in Wasser 
nur iuBerst schwer léslich ist, mit feinen wiBrigen Suspensionen 
des Glucosids arbeiten muBten. Das Umwandlungsprodukt Pro- 





') Naturw. 19, 746 (1931); Diese Z. 203, 189, 207 (1931); 204, 181, 
195 (1932); 208, 258 (1932) und 209, 33 (1932). 
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scillaridin A ist in Wasser noch schwerer léslich als das genuine 
Glucosid und wird nach Ablauf der enzymatischen Reaktion fein 
krystallin, ebenfalls in Suspension, erhalten. 

Die Bedingungen fiir quantitative Enzymversuche legen da- 
her nicht giinstig; sie reichten aber aus, um die Enzymnatur dieses 
herzglucosidspaltenden Agens in der Meerzwiebel zu beweisen und 
um gleichzeitig einige charakteristische Daten der Scillarenase zu 
ermitteln. Das Enzym entfaltete wie die meisten Glucosidasen 
seine volle Wirksamkeit in schwach saurem Medium, p, =5—6. 
Die optimale Temperatur fiir die Wirkung der Scillarenase liegt 
etwa bei 37° Der Temperaturkoeffizient Q,,, gemessen zwischen 
18 und 28°, wurde zu 1,99 ermittelt. Schon 1stiindiges Erwirmen 
auf 98° zerstért das Enzym, Alkohol und andere organische 
Lésungsmittel hemmen bzw. zerstéren seine Wirkung. Genuine 
Digitalisglucoside, wie die Digilanide'), die wie Scillaren A einen 
endstiindigen Glucoserest enthalten, vermag die Scillarenase nicht 
zu spalten; sie scheint fiir die Scillaglucoside, vielleicht sogar fiir 
Scillaren A spezifisch zu sein, wihrend es andererseits gelang, 
mit den Glucosidasen der Digitalisarten aus Scillaren A Glucose 
abzuspalten. 

Experimenteller Teil. 


Methodik der Enzymversuche. Die Herstellung von PreBsaft oder 
von wiBrigen Ausziigen scheitert an der auSerordentlich schleimigen Beschaf- 
fenheit der Meerzwiebelsubstanz. Auferdem wiirde eine Abtrennung von 
kolloiden Begleitstoffen z. B. durch Fiillen mit Alkohol oder Aceton nicht 
zum Ziel fiihren, da das Enzym, so weit es mechanisch aus den Zellen 
herausgepreBt werden kann, zusammen mit den Begleitstoffen gefallt und 
mehr oder weniger unwirksam wird; vielleicht, weil es, durch andere Kolloide 
eingehiillt, mit dem Substrat nicht mehr in Berithrung kommen kann. Wir 
arbeiteten also, wie in der Einleitung beschrieben wurde, entweder mit einer 
Art Autolysat oder besser mit dem daraus gewonnenen ,,Scillarenase-Talk- 
priparat“ oder mit einem _,,Scillarenase-Zellriickstandpriiparat’, das aus 
griindlich extrahierter Meerzwiebelsubstanz bestand. 

Als Substrat wurde das schin krystallisierte Scillaren A, das 1 Mol. 
Wasser und 1 Mol. Methylalkohol als Krystallésungsmittel enthilt, ver- 
wendet. Es lieferte nach der Gleichung II bei vollstindiger Spaltung 
23,8°/, Glucose. 

Fiir die Bestimmung der Glucose bedienten wir uns der Kupfer- 
reduktionsmethode nach Fehling-Lehmann-Schoorl.*?) Die enzy- 
matische Reaktion kann, besonders wenn man die Spaltung zu Ende gehen 
liBt, sehr leicht priparativy veranschaulicht werden durch Isolierung des 


*) A. Stoll und W. Kreis, Helvet. chim. Acta 16, 1049 (1933). 
*) A.W.vander Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und 
Bestimmung der Monosaccharide und Aldehydsiuren, 1920, S. 121. 
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Proscillaridins A und der Glucose in Krystallen (vgl. Versuchsansatz 12). 
Das Scillaren A wird feinst pulverisiert und fiir den Versuchsansatz 
mit Wasser aufgeschlimmt. Trotz seiner minimalen Léslichkeit in Wasser 
erfolgt die enzymatische Umsetzung rasch. Sie wird durch Schiitteln 
beschleunigt, weshalb bei Vergleichsversuchen auf gleich starkes Schiitteln 
zu achten ist. 

Im folgenden beschreiben wir die Gewinnung einiger Enzympriiparate 
und zeigen jeweils anschlieBend, wie dieselben wirken. 

Gewinnung eines scillarenasehaltigen Autolysats. 1 kg frische 
Meerzwiebeln wurden mit der Hackmaschine zerkleinert und mit 4 Litern 
thymolgesiittigtem Wasser einen Tag lang geriihrt und alsdann unter ge- 
legentlichem Umriihren wiihrend 14 Tagen bei 25—30° stehen gelassen. 
Die anfangs schleimige Loésung war wohl infolge der Zellautolyse diinn- 
fliissig geworden. Sie zeigte im Gegensatz zu einem frischen wiBrigen 
Meerzwiebel-Extrakt kriiftige Scillarenasewirkung, die sie wihrend eines 
Monats ungeschwiicht beibehielt. Ihre Wirksamkeit geht aus folgendem 
Versuch hervor: 

Versuchsansatz 1: 0,350 g Scillaren A, 60 cem Autolysat, 60 cem 
destilliertes Wasser, einige Tropfen Toluol. 

Der Ansatz wird unter gelegentlichem Durchschiitteln bei 36° auf- 
bewahrt. Nach ¢ Stunden wurden je 30,0 cem entsprechend 87 mg Scillaren A 
entnommen und titriert. 











t n/10-Thios.-lésung| , entspr. “— 
in Stunden in eem ae mg Glucose Abbau in “/, 
0 11,3 — — 0 
18 16,4 5,1 16,2 78 
90 17,5 6,2 19,8 95 














Der 0-Wert von 11,3 ecem entspricht dem Eigenreduktionsvermégen 
des Autolysats, das reduzierende Substanzen enthiilt. Ein Blindversuch 
zeigte, daB das Eigenreduktionsvermégen des Autolysates unter den Ver- 
suchsbedingungen sich nicht dndert. 

Gewinnung des Scillarenase- Talkpraparates. 150 cem eines 35 Tage 
alten Scilla-Autolysates wurden durch eine mit 20 g Talk beschickte Nutsche 
filtriert. Die Schicht wurde hierauf mit wenig Wasser nachgewaschen und 
itiber CaCl, im Exsiccator getrocknet (21,0 g). Das Filtrat war enzymatisch 
unwirksam, die gesamte Enzymmenge war in dem Talkpriiparat enthalten, 
das zu folgendem Versuchsansatz diente: 

Versuchsansatz 2: 0,200 g Scillaren A, 20 ¢ Scillarenase- 
Talkpriparat 
wurden zur Herstellung einer der Enzymwirkung giinstigen sauren Reak- 
tion mit verdiinnter Essigsiiure (2cem 10°/,ige Essigsiiure mit destilliertem 
Wasser auf 65 cem verdiinnt) unter Zusatz von einigen Tropfen Toluol 
aufgeschlimmt und unter gelegentlichem Schiitteln bei 36° gehalten. Zu 
Anfang und nach 16 Stunden wurden je 30,0 cem des Ansatzes nach 
Fehling-Lehmann-Schoorl titriert. 
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t n/10-Thios.-lésung| 7) entspr. or 
in Stunden in ecm memes mg Glucose ne *i 
0 1,8 _ ss we 
16 8.0 6,2 19,6 89 














Die Unwirksamkeit des durch Talk filtrierten Autolysates zeigt 
folgender 


Versuchsansatz 3: 0,20 g Scillaren A, 30,0 cem durch Talk filtriertes 
Autolysat, 30 cem destilliertes Wasser, Toluol. 


30 cem dieses Ansatzes wurden sofort titriert, die andere Hiilfte blieb 
wihrend 18 Stunden unter gelegentlichem Durchschiitteln bei 36° stehen. 
Beide Proben entsprachen 11,3 eem n/10-Thios.-lésung, was dem im ersten 
Versuch festgestellten Eigenreduktionsvermégen des Autolysats gleichkomnt. 


Gewinnung eines Scillarenase-Zellriickstandpraparates. 2kg Meer- 
zwiebeln, die in einem Autolyseversuch ein negatives Resultat, d.h. ein 
unwirksames Autolysat geliefert hatten, wurden mit der Hackmaschine 
zerkleinert und mit 8 Liter Thymolwasser unter Riihren iiber Nacht 
extrahiert. Dann wurde von der unwirksamen Fliissigkeit abgetrennt, 
ausgeprebt und dieselbe Extraktion mit je 8 Liter Thymolwasser mit dem 
Riickstand noch 2 mal wiederholt. Die schlieBlich hydraulisch abgepreBte 
Zellsubstanz wurde zerteilt und noch 2 mal mit je 1 Liter Aceton extrahiert 
und dann getrocknet. Man erhielt so im ganzen 69 g von lockeren, hell- 
grauen Schuppen. Die Wirksamkeit dieses Enzympriiparates zeigt 


Versuchsansatz 4: I 0,100 ¢g Scillaren A, 2g Scillarenase-Riick- 
standpriparat, 40 cem Wasser, 0,5 ccm 5°/,ige Essigsiiure, 2 Tropfen Toluol. 
Blindversuch II wie I, aber ohne Scillaren A. 

Die Ansiitze wurden in Glasstépselflaschen bei Zimmertemperatur 
17 Stunden geschiittelt und hierauf durch Glasfilternutschen filtriert und 
2mal mit je 5cem Wasser nachgewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum 
bei 45° auf 30 ccm eingeengt. Es entsprach I: 5,8 eem n/10-Thios.-lésung 

IT: 0,4 eem - 
5,4 ccm entsprechen 17,2 mg 
Glucose, was einem Abbau von 77°/, des Glucosids gleichkommt. 


Hemmung und Schadigung der Scillarenase durch organische 
Losungsmittel. Die schidigende Einwirkung verschiedener Lisungsmittel 
erhellt aus folgendem 


Versuchsansatz 5: a) 10 g Scillarenase-Talkpriparat wurden 

5 Minuten lang mit 100 cem 95°/,igem Athylalkohol geriihrt, abgenutscht 
und noch mit 50 cem Alkohol nachgewaschen, darauf im Vakuumexsiccator 
getrocknet und wie bei Versuchansatz 2 mit aliquoten Teilen von Scillaren A 
(0,100 g) in schwach essigsaurer Lésung angesetzt. 

b) wie a), aber mit Aceton behandelt. 

c) wie a), aber mit Essigester behandelt. 

d) wie a), aber mit Methylalkchol behandelt. 

e) unbehandelt. 








zeigt 
riertes 


blieb 
tehen. 
ersten 
ommt. 


Meer- 
hl ein 
chine 
Nacht 
ennt, 

dem 
reBte 
hiert 
hell- 


‘iick- 
luol. 


‘atur 
und 
uum 


ng 


}mg 


che 
ittel 


den 
echt 
itor 


1A 








Uber Scillarenase. 33 


Die Talkpriiparate zeigten daraufhin folgende Wirksamkeit: 








Wedediads wilt Abbau a Stunden 
Athylalkohol ...... 63 
ee 63 
Pee eee 34 
Methylalkohol...... 0 
unbehandelt ....... 65 





Athylalkohol und Aceton haben die Scillarenasewirksamkeit kaum 
geschidigt; Essigester setzte sie betrichtlich herab, Methylalkohol hat sie 
ginzlich aufgehoben. 

Ein mit Athylalkohol erschépfend extrahiertes, noch sehr aktives Enzym- 
priparat ist fiir die priparative Darstellung von reinem Proscillaridin A, 
das nach Ablauf des Versuchs mit Alkohol leicht aufgenommen werden 
kann, sehr vorteilhaft zu verwenden. 

Die Hemmung der Scillarenase durch Athylalkohol wiihrend der 
Enzymreaktion ist indessen betrichtlich, besonders wenn man beriicksichtigt, 
daB in einer alkoholisch-wiBrigen Lésung die Konzentration von geliéstem 
Scillaren A stark erhéht sein mu’. Der folgende Versuch zeigt, daB die 
Hemmung durch den Alkohol gréBer ist, als die Beschleunigung der 
Reaktionsgeschwindigkeit durch Erhéhung der Substratkonzentration. 

Versuchsansatz 6: I 0,100 g Sceillaren A gelést in 15 cem Athyl- 
alkohol, 25 eem Wasser, 2,0 g Scillarenase-Riickstandpriparat, 0,5 cem 5°/,ige 
Essigsiure, II wie I, aber ohne Scillaren. 

Die Ansiitze wurden 17 Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt 
und fiir die Zuckerbestimmung durch Glasfilternutschen filtriert, 2 mal mit 
5eem Wasser nachgewaschen und das Filtrat im Vakuum bei 45° auf 
30 cem eingeengt. 

I entsprach 3,0 ecm n/10-Thios.-lésung 

II 0,5 cem i 
2,5 cem entsprechen 7,8 mg Glucose oder einem Glucosid- 
abbau von 33°/.. Der Versuchsansatz 4 mit dem Substrat in rein wiabriger 
Suspension ergab unter sonst gleichen Bedingungen und mit demselben 
Enzympriiparat einen Abbau von -77°/,. 

Py-Optimum der Scillarenasewirkung. Das Meerzwiebelautolysat 
reagierte auf Lackmus schwach sauer. Das daraus gewonnene ,,Scillarenase- 
Talkpriiparat“, aus dem die Pflanzensiure ausgewaschen worden war, rea- 
gierte in wiBriger Aufschlimmung neutral und war ohne Siurezusatz fast 
ganz wirkungslos. Deutlicher ist der EinfluB der Aciditit ersichtlich aus 
folgendem 

Versuchsansatz 7: Je 0,100 g Scillaren A in 20 x cem destilliertem 
Wasser, x cem 10°/,iger Essigsiiure bzw. gesiittigte Na,HPO,-Lésung, 3,0 g 
Scillarenase-Talkpriiparat, Toluol. 

Die Ansiitze wurden 18 Stunden unter gelegentlichem Umschiitteln 
bei 36° gehalten und dann nach Fehling-Lehmann-Schoorl titriert. 

Die Ergebnisse der Vergleichsversuche zeigt folgende Tabelle: 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XII. 3 
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x in ecm Pr?) Abbau in °/, 
Na,HPO, 

0,5 0 
0 (neutral) 2 
Essigsdure 

0,16 40 
0,33 5,8 44 
0,50 3.3 44 
1,00 40) 
2,00 32 
3,00 28 
5,00 24 








Das py-Optimum fiir die Scillarenasewirkung ist ein schwach saures 
Medium, py 5—6. 


Temperaturoptimum der Scillarenasewirkung. 


Versuchsansatz 8: 0,600 g feinst pulverisiertes Scillaren A, 60¢ 
Scillarenase-Talkpriiparat in 140 cem Wasser aufgeschlimmt, 5ccm 10°/,ige 
Essigsiure, Toluol. 

Nach gutem Schiitteln wurden yon dem Ansatz je 30 ccm wihrend 
6 Stunden auf verschiedenen Temperaturen gehalten und dann titriert. 
Jeder Ansatz enthilt 0,095 g Scillaren A. Der Nullwert wurde durch eine 
sofortige Titration eines Ansatzes festgestellt und der Berechnung des 
enzymatischen Abbaus bei verschiedenen Temperaturen zugrunde gelegt. 
Die folgende Tabelle zeigt, daB das Temperaturoptimum in der Nihe von 
37° liegt. 

















Temperatur n/10-Thios.- | Abbau in 6 Stdn. 
in Grad lésung in cem in °/, 
0 1,8 25 
20 4,7 66 
37 5,9 84 
40 D,4 76 
5 60 2,9 40 








Temperaturkoeffizient. Wir bestimmten in 2 Parallelversuchen durch 
Festlegung von je 2 Punkten der Abbauzeitkurve die halbe Umsetzungszeit 
bei 7, und 7’ + 10°, dh. bei 18 und bei 28°. 

Versuchsansatz 9: 0,200g Scillaren A, 2,7 g Scillarenase-Riick- 
standpriparat, 200 cem Wasser, 1,00 ccm 5°/,ige Essigsiure, Toluol. 

Der Ansatz wurde bei 28° im Thermostaten kriftig geriihrt. Nach 
4 Stunden teilten wir die Suspension in zwei genau gleiche Hilften, wovon 
die eine bei 28° weiter geriihrt wurde, wihrend man bei der anderen die 
Enzymwirkung durch Zusatz von 1 cem 2n-NH, unterbrach und hierauf 


1 


) In Vergleichsansitzen kolorimetrisch bestimmt. 
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durch Titration die Glucoseabspaltung bestimmte. Die andere Hilfte wurde 
erst nach im ganzen 7 stiindiger Enzymwirkung titriert. Wenn wir die 
peiden Abbauwerte nach 4 und nach 7Stunden durch eine Gerade ver- 
pinden, so begehen wir gegeniiber der wirklichen Abbauzeitkurve woll 
einen kleinen Fehler, der aber wahrscheinlich kleiner ist, als der Einflub 
der durch die verschiedene Léslichkeit des Substrats bei verschiedenen 
Temperaturen bedingt ist, da wir ja in Suspension arbeiten. 

Wir bestimmten in einem analogen Versuch 2 Punkte der Abbau- 
zeitkurve bei 18° und unterbrachen die enzymatische Reaktion nach 5 und 
8 Stunden. Die Ergebnisse dieser Versuche bei verschiedenen Temperaturen 
sind im folgenden zusammen mit den graphisch ungefibhr ermittelten Halb- 
umsetzungszeiten angegeben: 8,85 Stunden bei 18° und 4,45 Stunden bei 28°. 





n/10-Thios.- | Abbau in °, 





Zeit in Stdn. 


lésung in cem bei 28° 
4,0 3,5 46 
7,0 5! 71 


4,45 (interpoliert) 50 





Zeit in Stdn. n/10-Thios.- | Abbau in °, 








lésung in ccm bei 18° 
5,0 2,8 37 
8.0 3,6 47 
8,85 (extrapoliert) 50) 


Der so approximativ ermittelte Temperaturkoeffizient Q,, fiir das Tem- 
peraturintervall zwischen 18 und 28° betrigt 1,99. 

Inaktivierung der Scillarenase durch Erhitzen. 45 cem 14 Tage 
altes Scillaautolysat, dessen Wirksamkeit im Versuchsansatz 1 festgestellt 
worden war, wurde 1 Stunde auf 98° gehalten. 

Versuchsansatz 10: 0,250 g Scillaren A, 45 ccm erhitztes Autolysat, 
45 cem Wasser, Toluol, nach ¢-Stunden bei 36° wurden je 30 ccm titriert. 








; n/10-Thios.- 
t in Stdn. lésung in ccm Zunahme 
0 14,0 i 
18 14,2 0,2 
65 14,0 ia 








Der reduktive Anfangswert des Autolysats wurde auch wihrend sehr 
langer Zeit (65 Stunden) nicht erhéht. Die Scillarenase war durch 1 stiin- 
diges Erwiirmen bei 98° vollstindig inaktiviert worden. 


Versuche zur enzymatischen Loslésung der Scillarenase. 


Wir haben oben bei der Herstellung des Scillarenase-Talkpriiparates 
gezeigt, daB es mit einzelnen Meerzwiebelsendungen gelingt, eine Art Auto- 
lyse der Zellsubstanz herbeizufiihren. Wir muBten indessen die Frage 
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offenlassen, ob durch den autolytischen Vorgang die Scillarenase wirk. 
lich aus den Zellresten herausgelést worden war. In anderen Fillen ge. 
lang ein Herauslésen des Enzyms aus der Meerzwiebelsubstanz gar nicht 
und wir versuchten nun nach dem Vorbild Willstitters mit fremden, 
definierten Fermenten die Zellsubstanz abzubauen und die Scillarenase aus 
der ,,Desmo*- in die ,,Lyoform“ iiberzufiihren. Der stark scillarenasehaltige 
volistiindig extrahierte Meerzwiebelriickstand wurde zunichst einmal mit 
Papain digeriert, um eine méglicherweise vorhandene Bindung der Scilla. 
renase an PflanzeneiweiB zu lisen. Unter der Annahme, das Enzym kénnte 
an Kohlehydrat gebunden sein, lieBen wir auch Diastase einwirken und 
ferner behandelten wir das scillarenasehaltige Zellmaterial mit Papain und 
Diastase gleichzeitig. Die so behandelten Zellriickstiinde und die daraus 
gewonnenen Lésungen wurden getrennt auf Scillarenasewirkung gepriift. 

Versuchsansatz 11: a) 1,5 g Scillarenase-Riickstandpriiparat, 0,050 g 
Papayotinum 1: 100 (Merck), 60 cem Wasser, Toluol. 

Unter gelegentlichem Umschwenken 2 Tage im Thermostaten bei 35° 
gehalten. 

b) Wie a), aber anstatt Papain 0,050 g Diastase absolut. 1: 100 (Merck. 

c) Wie a), aber mit 0,025 g Papayotin und 0,025 g Diastase. 

d) Wie a), aber ohne Ferment (Papayotin). 

Nach 2 Tagen wurden die Ansiitze durch Glasfilternutschen filtriert 
und die Riickstiinde mit wenig Wasser nachgewaschen. Filtrate und Riick- 
stiinde wurden getrennt mit Scillaren A angesetzt. 

a,) 0,100 ¢ Scillaren A, Scillarenaseriickstand von a) in 50 cem dest. 
Wasser, 0,5 cem 5°/,ige Essigsiiure, Toluol. 

ay) 0,100 g Scillaren A, 40 cem Filtrat von a), 0,2 cem 5°/,ige Essig- 
siiure, ‘Toluol. 

a,) 15 cem Filtrat von a), 0,07 cem 5°/,ige Essigsiure, Toluol, zur Be- 
stimmung des Anfangs-Reduktionsvermégens von a,). 

Entsprechende Ansiitze wurden von b), ce) und d) gemacht; sie wurden 
unter gelegentlichem Umschiitteln 3 Tage bei 35° gehalten. Dabei erhielten 
wir folgende Abbauwerte: 

Scillaren A-Abbau in °/, 
a b c d 


Mit Zellriickstand. . ..... 90 92 92 85 
| 0 0 0 


Weder durch Papain noch durch Diastase oder die gemeinsame Ein- 
wirkung beider Enzyme lieB sich die Scillarenase aus der Meerzwiebel- 
substanz herauslésen. 


Praparativer enzymatischer Abbau von Scillaren A zu krystallisiertem 
Proscillaridin A und krystallisierter Glucose. 


Versuchsansatz 12: 2,00 g Scillaren A, 20g Scillarenaseriickstand 
in 1200 cem Wasser aufgeschlimmt, 5 ecm 5°,ige Essigsiiure, 1 eem Toluol 
bei Zimmertemperatur 8 Tage geschiittelt. 

Die Glucose muBte unter diesen Versuchsbedingungen vollstindig ab- 
gespalten sein; das Proscillaridin A war infolge seiner auBerordentlichen 
Schwerléslichkeit in Wasser auf das Scillarenasepriparat niedergeschlagen. 
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Uber Scillarenase. 


Man filtrierte auf der Nutsche durch eine diinne Talkschicht, wusch mit 
etwas Wasser nach und dampfte das Filtrat zur Gewinnung der Glucose 
bis zur Sirupkonsistenz ein. Beim Aufnehmen mit 2°/,iger Schwefelsiiure 
schieden sich wenig Verunreinigungen in Flocken ab, von denen man ab- 
fltrierte. Dann erwirmte man die Zuckerlésung mit etwas Tierkohle, neu- 
tralisierte die Lésung mit Bariumcarbonat und versetzte den nach Ein- 
dampfen im Vakuum verbleibenden Sirup mit Alkohol. Bei liingerem Stehen 
krystallisierte der Zucker. Nach Umkrystallisieren aus Alkohol erhielt man 
0,075 g d-Glucose. 

Polarisation: 0,0736 g Substanz in 5,76 cem Wasser drehten im 
0.5 dm-Rohr 0,34° nach rechts (Endwert) [a]?* = + 53,2°. 

Die anf der Talkschicht gesammelte proscillaridin- A-haltige Zellsubstanz 
wurde 2 mal mit je 100 cem Methylalkohol extrahiert. Die beim Eindampfen 
im Vakuum zur Trockne erhaltene Substanz liste man in Chloroform, fil- 
trierte von wenig ungelésten Bestandteilen ab und nahm den beim Ein- 
dampfen der Chloroformlésung erhaltenen Riickstand mit etwas Holzgeist 
auf, wobei sofort Krystallisation einsetzte. Nach 4 maligem Umkrystalli- 
sieren aus Methylalkohol erhielten wir vollkommen farblose fiir Proscilla- 
ridin A charakteristische Krystalle, die aus priichtig gliinzenden 4—6 sei- 
tigen Tafeln bestehen') und 2 Mol. Krystall-Methylalkohol enthalten, den 
sie an der Luft unter Verwittern leicht teilweise abgeben. Die Ausbeute 
an reinstem Monosid betrug 0,60 g; aus den Mutterlaugen lieBen sich noch 
0,50 g von nicht ganz farblosen Krystallen gewinnen. 

Den Nachweis, daB Proscillaridin A vorlag, erbrachten wir durch die 
hydrolytische Spaltung, sowie durch die Bestimmung des Aglycons und des 
Zuckergehaltes*) nach folgender Gleichung: 


C,,H,,0, Mit Saure C,,H;.0, + C,H,» ds 
Proscillaridin ———— S§cillaridin A  Rhamnose 
Ber. 69,9 30,1 


Gef. 69,5, 69,1 28, 27 


Die Spezifitat der Scillarenase. In der Einleitung wurde darauf 
hingewiesen, daB die Scillarenase endstiindige Glucose bei den Digitalis- 
glucosiden nicht abzuspalten vermag. Die Versuche wurden mit zwei Digi- 
talisglucosiden, Digilanid A und Desacetyl-Digilanid A*) und einem Scilla- 
renase-Zellriickstandpriiparat, dessen starke Wirksamkeit ein Parallelversuch 
mit Scillaren A zeigte, durchgefiihrt. Eine von mehreren Versuchsserien zeigt 

Versuchsansatz 13: a) 0,100 g Digilanid A, 3 g Scillarenase-Riick- 
standpriiparat, 150 cem Wasser, Toluol. 

b) wie a), aber mit Desacetyl-Digilanid A. 
c) wie a), aber mit Scillaren A. 
d) wie a), ohne Substrat. 


Die Ansitze wurde 3 Tage in Glasstépselflaschen geschiittelt; hierauf 
bestimmte man das Reduktionsvermégen wie im Versuchsansatz 4. 


1) Vgl. Fig. 2 der Tafel, Helvet. chim. Acta 16, gegeniiber S. 714 (1933). 
?) Dieselbe Arbeit, S. 731. 
°) Helvet. chim. Acta 16, 1049 (1933). 
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08 
Es entsprachen: a) 0,5 cem n/10-Thios.-lésung 
b) 0,9 eem 4 
c) 7,1 cem i 


d) 0,6 ecm ” ; 

Der Versuch mit Digilanid A zeigte keine Zunahme des Reduktions. 
vermégens, der Versuch mit Desacetyl-Digilanid A nur eine solche, die 
innerhalb der Fehlergrenze der Methode liegt. Andererseits wurde Scil- 
laren A, entsprechend 6,5 cem n/10-Thios.-lésung, zu 85°/, abgebaut. 

Scillarenase vermag auch die Scillabiose, die man durch gelinde 
Verseifung von Scillaren A erhilt, nicht zu spalten, obschon die Scillabiose 
zufolge ihrer Leichtléslichkeit in Wasser in viel héherer Konzentration 
mit dem Enzym in Beriihrung gebracht werden kann als das fast unldsliche 
Glucosid. Mehrere Spaltversuche mit einem Scillarenase - Zellriickstand. 
priparat und mit wirksamem ,,Autolysat“ unter verschiedenen Versuchs. 
bedingungen, auch bei optimalem py, gaben dasselbe negative Resultat. 
Fiir einen dieser Versuche verwandten wir das gemiB Versuchsansatz gut 
wirksame ,,Autolysat“ und bestimmten den Reduktionswert der Lésung am 
Anfang und nach ¢ Stunden. 

Versuchsansatz 14: 0,300 g Scillabiose in 60 cem Wasser, 30 cem 
Scillaautolysat, Toluol, 36°. 

Nach ¢ Stunden wurden je 30 cem titriert. 





F n/10-Thios.-lésung 
in ccm 
0 12,8 
19 12,9 
36 12,8 





Ks hat keine Erhéhung des Reduktionsvermégens stattgefunden. 
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Untersuchungen iiber Lipoide tierischer Organe.’) 
VU. Mitteilung. 
Uber das Vorkommen des Lignoceryl-sphingosins in der Rindermilz. 


Von 


Caspar Tropp und Volker Wiedersheim. 





(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Oktober 1933.) 


Thannhauser und Frinkel’), sowie Frinkel und Biel- 
schowsky’) fanden bei ihren Untersuchungen iiber das ,,Un- 
verseifbare“ der Siugetierleber das Lignoceryl-sphingosin und 
konnten sicherstellen, daB es nicht erst durch die Aufarbeitung 
entsteht. Sie nannten Substanzen vom Typus der Fettsiiure- 
sphingosinamide Ceramide. 

Wir stellten es uns zur Aufgabe, die Lipoide der Milz zu 
untersuchen und nach Substanzen der Ceramidreihe zu fahnden. 
Aus dem Sediment des Atherischen Milzpulverextraktes konnten 
wir ebenfalls Lignoceryl-sphingosin isolieren. Obwohl wir in 
3 Chargen insgesamt 75 kg Milz verarbeitet haben und das er- 
haltene Lipoidmaterial bis ins einzelste fraktionierten, gelang es 
uns bisher nicht, neben dem Lignoceryl-sphingosin ein anderes 
Ceramid sicherzustellen. Ein Phosphatid, ahnlich in seinem 
chemischen und physikalischen Verhalten wie es Frinkel, 
Bielschowsky und Thannhauser’) an der Leber erhalten 
haben und als Polydiaminophosphatid erkannten, wurde auch von 
uns aufgefunden. Es wird noch dariiber berichtet werden. Die 
Niederschlige aus dem Atherextrakt der Leber und dem der Milz 
zeigen in ihrer Zusammensetzung weitgehende Ubereinstimmung. 

Frankel und Bielschowsky (a. a. 0.) fanden etwa 0,06 °/, 
Lignoceryl-sphingosin, berechnet auf das Trockengewicht der 
Leber. Unsere Ausbeuten an reinem Lignoceryl-sphingosin, die 
fiir die beiden ersten Chargen denselben Wert ergaben, waren: 


*) Unter dieser Uberschrift werden die fortlaufenden Untersuchungen 
des Laboratoriums der med. Klinik, Freiburg, veréffentlicht werden. Bis- 
herige Publikationen: I. Mittlg. Diese Z. 187, 173 (1930); II. Mittlg. Diese Z. 
203, 183 (1931); III. Mittlg. Diese Z. 213, 58 (1932); IV. Mittle. Diese Z. 215, 
207 (1933); V. Mittlg. Diese Z. 218, 1 (1933); VI. Mittlg. Diese Z. 218, 154 
(1933); VII. Mittlg. Diese Z. 218, 218 (1933). 
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November 1932 | November 1932] Mitte Mirz bis 
| Mitte April 1933 
22,2 kg 23,4 kg 30,8 kg 
Frischmilz .. . 0,016 °/, 0,014 °/, 0,034 °/, 
Milzpulver .. . 0,07—0,08 °/, 0,06 °/, 0,16 °/, 











Die schlachtfrische Milz verlor durch den TrockenprozeB durch- 
schnittlich 79°/, an Feuchtigkeit. 


Auffillig ist der etwa doppelte Gehalt der dritten Charge an 
Lignoceryl-sphingosin bei gleicher Aufarbeitung. In etwa dem- 
selben Mae, indem sich die Ausbeute an Lignoceryl-sphingosin 
vermehrte, verminderte sich der Gehalt an Phosphatid. Da ein 
Entstehen von Lignoceryl-sphingosin aus Phosphatid bei der tiber- 
aus vorsichtigen Aufarbeitung unter schonendsten Bedingungen 
unméglich erscheint, méchten wir annehmen, daB die Jahreszeit, 
in der die Tiere geschlachtet werden, eine Rolle spielt. Im Winter 
leben die Tiere hauptsichlich von Trockenfutter, wihrend im 
Friihjahr Griinfutter gegeben wird. Es ist bekannt, daB durch 
veriinderte Nahrung im intermediiiren Stoffwechsel Verschiebungen 
der quantitativen Verhiltnisse einzelner Bausteine eintreten. 

Friinkel und Bielschowsky weisen auf die zentrale Stellung 
der Leber auch fiir den Lipoidstoffwechsel hin. Wir méchten 
auf Grund unserer Ergebnisse die Milz mit der Leber zu einem 
hepato-lienalen Lipoidstoffwechselsystem zusammenfiigen. Wir 
kennen in der menschlichen Pathologie eine Stérung des Lipoid- 
stofiwechsels, die unter dem Namen Gauchersche Krankheit 
beschrieben ist, und die von Lieb*) und Epstein) als cerebro- 
sidische Lipoidose chemisch und histologisch ergriindet wurde. 
Lieb und Epstein fanden im Reticuloendothel der Milz, der 
Leber und des Knochenmarks im wesentlichen nur das Lipoid 
Kerasin gespeichert, wihrend Beumer®) aus einer Gauchermilz 
Lipoidmaterial isoliert hat, das er unter dem Polarisations- 
mikroskop mittels der Gipsplattenmethode nach Rosenheim als 
Kerasin und Cerebron erkannt haben will, jedoch ohne die ein- 
zelnen chemischen Individuen isoliert und strukturell aufgeklirt 
zu haben. Nachdem einerseits Frinkel und Bielschowsky 
erwiesen haben, daB in der Leber die eine Komponente des 
Kerasins, das Lignoceryl-sphingosin, in nicht unbetrichtlichen 
Mengen vorgebildet ist, wihrend bisher nennenswerte Mengen von 
Cerebrosiden in der normalen Leber nicht aufgefunden werden 
konnten, andererseits wir in der normalen Milz in gleicher Weise 
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nur das Vorkommen von Lignoceryl-sphingosin  sicherstellen 
konnten, diirfte der Gedanke eines pathogenetischen Zusammen- 
hanges der Cerebrosidbildung aus den Ceramiden naheliegend 
sein. Nach dem Auffinden des Lignoceryl-sphingosins in der Leber 
und in der Milz erscheint es nicht wahrscheinlich, da sich bei der 
Gaucherschen Krankheit die Speicherung des Kerasins in den 
Reticulumzellen durch eine Wanderung desselben aus der Nerven- 
substanz in die Leber und Milz vollzieht. Viel eher kann 
eine Galaktosidbildung mit dem bereits physiologischerweise in 
den Reticulumzellen dieser Organe vorkommenden Lignocery]- 
sphingosin angenommen werden.*) Fiir eine solche Annahme spricht 
auch das elektive Vorkommen des Kerasins. 

Nach einer quantitativen Untersuchung der Anteile der ver- 
schiedenen Cerebroside an den Gesamthirncerebrosiden entfiillt 
nach Klenk’) auf das Kerasin 10°/,, wihrend die Hauptmenge 
aus Cerebron, 46 °/,, besteht. Wir haben bisher in der normalen 
Rindermilz keine Cerebroside gefunden. 


Experimenteller Teil. 


Die schlachtfrische Milz (20—30 kg pro Extraktionsansatz) wurde yon 
ihren Hiiuten befreit, in kleine Stiicke geschnitten, 2mal durch eine Fleisch- 
hackmaschine getrieben und mit der 1'/,fachen Menge Aceton gut vermengt. 
Der Organbrei blieb 2—3 Tage stehen, wurde mehrmals durchgeschiittelt 
und dann fest abgenutscht. Das feuchte Organmaterial wurde im Luftzug 
bei etwa 40° auf einem Kupferblech in einer eingebauten, dampfgespeisten 
Abdampfkapelle getrocknet. Diese Trocknungsmethode ergab gegeniiber 
der im Vakuum keine Zersetzungen des Lipoidmaterials, wovon wir uns 
durch Kontrolluntersuchungen iiberzeugten. Das absolut trockene Organ- 
material wurde sodann 2mal in einer Kaffeemiihle staubfein gemahlen und 
in dem von Frinkel und Pollanz*‘) beschriebenen Extraktionsapparat, 
wie von Frinkel und Bielschowsky (a.a. 0.) angegeben, extrahiert. 
Die vereinigten Atherextrakte wurden auf 3—3'/, Liter unter Lichtschutz 
eingeengt. Uber Nacht schied sich im Eisschrank am Boden des GefiBes 
ein weiBgelblicher Niederschlag ab, der nach 2—3tigigem Stehen im Eis 
abzentrifugiert wurde. Lingeres Stehen im Eisschrank erwies sich als not- 
wendig, da durch die hohe Lipoidkonzentration des Athers nur eine lang- 
same Ausscheidung stattfand. Das grauweiBe Zentrifugat wurde mit 500 ecm 
Petrolither und Glasperlen versetzt, dann gut durchgeschiittelt und zentri- 
fugiert. Die Substanz quoll stark auf, so daf nur etwa 70—100 cem des 
rotbraun gefirbten Waschithers abgehebert werden konnten. Die Substanz 
wurde noch weiterhin etwa 3—4mal mit je 300 ccm Petroliither versetzt, 
gut durchgeschiittelt und abzentrifugiert; dann war die tiberstehende Fliissig- 
keit meist farblos. Bei spiterem Zentrifugieren setzte sich die Substanz 





*) Weitere, noch nicht verdéffentlichte Untersuchungen des einen von 
uns (Tropp) haben Lignoceryl-sphingosin auch in der Rinderlunge festgestellt. 
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besser ab. Wolkige Substanzaufschwemmmungen in der iiberstehenden 
Fliissigkeit wurden abgetrennt und konnten durch ein zweites, getrenntes 
Zentrifugieren niedergeschleudert werden. 

Im Waschpetrolither konnte auBer den herausgelisten  geringen 
schmierigen Verunreinigungen yon rotbrauner Farbe, besonders in den 
ersten Portionen, kein nennenswerter Riickstand gefunden werden. Von 
der grauweiBen Substanz ging auch nach 12stiindigem Schiitteln auf der 
Maschine bei Zimmertemperatur nichts in Lésung. 


Das gereinigte Zentrifugat wurde in etwa 600 ccm heiBem Methyl- 
alkohol gelést und filtriert. Geringe Mengen von Schmieren blieben auf 
dem Filter zuriick. Uber Nacht krystallisierte im Eisschrank ein hellgelbes 
Produkt aus, das viele kugelige Aggregate von leicht gelbbrauner Farbe, 
besonders an den aufsteigenden Glaswiinden, erkennen lieB. Die Mutter- 
lauge war briunlich gefirbt und enthielt die Hauptmenge des Phosphatids, 

Von der auskrystallisierten Substanzmenge wurde vorsichtig abgegossen, 

weiterhin in der Kiilte alles weitgehend durch Schiitteln mit etwa 300 ccm 
einer Mischung von 70°/, Petrolither + 30°/, Benzin gelést, von geringen 
Mengen ungeloster Teile abzentrifugiert und das klare Filtrat mit der 
2—3fachen Menge von Aceton versetzt. Ein feinkérniges Produkt von 
schmutzigweiBer “Farbe flockte aus und setzte sich ab, das dann nach 
Stehen im Eisschrank abzentrifugiert wurde. Dieses erwies sich ebenfalls 
als Phosphatid. 

Die iiberstehende Fliissigkeit war hellgelb gefiirbt und wurde auf ein 
kleines Volumen auf dem Wasserbad eingeengt. Im Eisschrank fiel ein 
drusiges Krystallgemisch aus. 


Ceramidrohfraktion. Die Krystalle wurden abfiltriert und in der 
40—50fachen Menge Aceton umkrystallisiert. Auf dem Filter blieb eine 
geringe Menge ungelésten Materials zuriick: Phosphatid. Es krystallisierten 
Drusen mit radiirer Struktur aus, die ganz leicht gelblich gefirbt waren. 
Das so erhaltene Material war das Lignoceryl-sphingosin, das jedoch noch 
geringe Mengen von Phosphor enthielt, von denen es nicht, durch noch so 
hiufiges Umkrystallisieren mit Aceton, befreit werden konnte. Schmelzpunkt 
des so gewonnenen Materials stets zwischen 89—91L°. 

3—4maliges weiteres Umkrystallisieren aus der 20—30fachen Menge 
Methylalkohol, die 10°/, Chloroform enthiilt, ergab ein farbloses, opak durch- 
scheinendes Krystallisat in groBen Drusen, das véllig phosphor- und zucker- 
frei war. Schmelzp. 94,5—-96°. Der Mischschmelzpunkt, mit einer uns 
giitigst von Herrn Frinkel zur Verfiigung gestellten Substanzprobe von 
Lignoceryl-sphingosin ergab keine Depression. 

Die einzelnen Phosphatidfraktionen wurden vereinigt und mehrmals 
mit Aceton ausgekocht, wodurch noch geringe Mengen von Lignoceryl- 
sphingosin erhalten werden konnten. 

4,414, 4,991 mg Subst.: 12,485, 14,110 mg CO,, 4,99, 5,62 mg H,O. — 
20,56 mg Subst.: 2,5 cem n,70-H,SO, (Mikro- Kjeldahl). 

C,,H,,NO, (649,66) Ber. C 77,62 H 12,88 ‘N 2,16 
Gef. ,, 77,19, 77,18 », 12,65, 12,60 ™ 238. 


Jodzahl nach Rosenmund und Kuhnhenn (Mikromethode): 21,1 mg 
Subst.: 6,77 cem n/100-Na,8,0,. Ber. 39,07, Gef. 40,72. 
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Spezifische Drehung des Lignoceryl-sphingosins. Verwendung 


fand eine 2°/,ige Lésung in Chloroform, Drehung im 4 dm-Rohr = — 0,150. 
399 0, 150 
[a aly = 4 x 0,02. =e 1,88. 


Lignoceryl-sphingosinspaltung. 1¢ Lignoceryl-sphingosin wurde 
mit 50 cem 10 vol.-°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure 3 Stunden 
lang auf dem Wasserbade am RiickfluBkihler verseift. Nach mehrstiindigem 
Stehen im Eisschrank wurde der weibe Niederschlag abgesaugt, mit eis- 
kaltem Methylalkohol gewaschen und dann mit 50 ccm einer 5°/,igen methy]- 
alkoholischen Natronlauge wihrend zweier Stunden am RiickfluB erneut 
verseift. Das resultierende Natriumsalz wurde aus Methylalkohol umkrystalli- 
siert und durch Schwefelsiiure zur freien Siiure umgesetzt, ausgeiithert, 
siiurefrei gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Beim Verdampfen 
des Athers hinterblieb die Lignocerinsiiure, die nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren aus Methylalkohol einen Schmelzpunkt von 80° zeigt. Ausbeute der 
reinen Siiure 180 mg. Material aus Mutterlaugen bei dieser Menge nicht 
beriicksichtigt. Der Mischschmelzpunkt mit einer Substanzprobe der von 
Frinkel und Bielschowsky (a. a. Q.) isolierten Lignocerinsiiure ergab 
keine Depression. 

10,50 mg Subst. verbrauchten 0,216 cem n/10-KOH. — S.Z. (Siurezahl) 
154,2 (ber. 152,29); Mol.-Gew. 363,8 (ber. 368,38). 


Das methylalkoholische Filtrat der Schwefelsiiurespaltung wurde mit 
50 eem Wasser versetzt und mit Petroliither ausgeschiittelt, dann unter 
Zusatz von nochmals 50 cem Wasser in einer flachen Schale auf dem 
Wasserbade auf etwa 15 ccm Fliissigkeit eingeengt. Starkes Schiumen! 
Beim Erkalten schied sich an der Oberfliiche eine rétliche Masse ab, die 
nach Verriihren mit wenig eiskaltem Wasser abfiltriert wurde. Sodann 
Lésen in alkoholischer Natronlauge, Verdiinnen mit Wasser, Ausiithern des 
freien Sphingosins, Waschen, Trocknen des Athers und Gewinnung der 
freien Base beim Verdunsten ‘des Athers. Menge 430 mg. 

Das Sphingosin wurde in 10 ccm absolutem Alkohol gelést und vor- 
sichtig unter stindiger Kontrolle durch Lackmuspapier mit alkoholischer 
Schwefelsiiure versetzt, worauf sich das Sphingosinsulfat ausschied. Dann 
wurde abgesaugt und zur Reinigung aus Methylalkohol umkrystallisiert. 

8,128, 4,528 mg Subst.: 7,070, 10,235 mg CO,, 3,10, 4,43 mg H,0O. 


(C,.H;,NO,),H,SO, (696,7) Ber. C 62,01 H 10,71 
Gef. ,, 61,64, 61,65 ,, 11,09, 10,95. 


Der Notgemeinschaft der dentschen Wissenschaft danken 
wir bestens fiir das dem einen von uns gewiihrte Stipendium. 

Der Rockefeller Foundation danken wir ergebenst fiir zur Ver- 
fiigung gestellte Mittel. 
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Uber das Hypophysenvorderlappen-Sexualhormon 
aus Schwangerenharn. 


Von 


Felix Haurowitz, Max Reiss und Josef Balint. 


(Aus dem Med.-chem. Inst. u. d. Inst. f. allg. u. exper. Pathol. d. Deutschen Univ. in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1933.) 


Die vorliegende Untersuchung wurde unternommen, um Wider- 
spriiche aufzukliren, die beziiglich des aus Schwangerenharn 
-gewonnenen Hypophysenvorderlappen-Sexualhormons — bestehen. 
Wir') hatten im Jahre 1929 als erste die chemische Untersuchung 
des Hormons durchgefiihrt und das Hormon als EiweiBderivat 
erkannt und als Pepton angesprochen. 

Die wiBrigen Lésungen unserer rohen Priparate [1 mg = 1 M.E.*)] 
hatten folgende Eigenschaften gezeigt: 1. Fiillbarkeit durch Alkohol oder 
Uranylacetat; 2. positive Biuretreaktion und Farbreaktionen auf Eiweib- 
bausteine; 3. Inaktivierung durch Proteinasen (Versuche mit Schiffner?®); 
4. keine merkliche Triibung mit Sulfosalicylsiiure oder bei Siittigung mit 
Ammonsulfat und 5. schnellen Durchtritt durch semipermeable Membranen. 

In den folgenden Jahren haben Katzmann und Doisy%), 
Fischer und Ertel*), Dickens®), Funk*®) und Marshall’) das 
Hormon weiter gereinigt und hochwirksame Priparate mit 100 
bis 5000 M.E. pro mg erhalten. Diese reinen Priiparate wurden 
durch Ammonsulfat ausgesalzen und dialysierten nur langsam. 
Im iibrigen zeigten sie ebenfalls KiweiBreaktionen. — Die wider- 
sprechenden Befunde beziiglich Dialysierbarkeit wurden zum Teil 
von Wiesner und Marshall”) aufgeklirt; nach diesen Autoren 
passiert das Hormon nur grobporige, nicht feinporige Ultrafilter. 
Zum anderen Teil war die hohe Ausbeute an dialysablem 
Hormon durch dessen Aktivierung (vgl. unten) vorgetiiuscht. — 
Um das Verhalten gegen Ammonsulfat klarzustellen, haben 
wir unsere rohen Priparate nach Katzmann und Doisy’) ge- 
reinigt und finden nun, dai durch Ammonsulfat Aussal- 
zung erfolgt. Bei den rohen Priiparaten ist die durch Ammon- 
sulfat bewirkte Triibung so schwach, daB wir sie seinerzeit iiber- 





*) M.E. = Miuse-Einheit. 
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sehen hatten. Auf Grund dieser nunmehr richtiggestellten Befunde 
ist das Hormon nicht den Peptonen, sondern den Albumosen 
zuzuziihlen. 

Im Laufe unserer Nachuntersuchung haben wir neue Be- 
funde iiber Aktivierung, chemische Eigenschaften und 
Einheitlichkeit des Hormons erhoben. Uber diese sei im 
folgenden kurz berichtet. 

1. Aktivierung. Zur Darstellung reiner Priiparate engten wir 
Harn ein, fallten das Hormon durch Sprit und adsorbierten nach 
Katzmann und Doisy’) an Benzoesiiure. Bei diesem Vorgehen 
sahen wir regelmiiBig eine ganz unerwartete Wirkungssteige- 
rung bis aut etwa das 100—300fache der urspriinglichen 
Wirkung. 

So gab 1 Liter Schwangerenharn 8 g Spiritusfillung mit ins- 
gesamt 500 M.E. — Daraus gewannen wir durch Adsorption an 
Benzoesiiure 21,5 mg Wirksubstanz mit etwa 150000 M.E. (vel. 
Tabelle). 

Eine schwiachere aber doch deutliche Aktivierung erzielten 
wir auch durch 24 stiindiges Stehen wiiBriger Lésungen des rohen 
Hormons bei 38°. Reines Hormon lieB sich auf diese Weise 
nicht weiter aktivieren. 

Der Mechanismus dieser Aktivierung ist uns nicht klar. Wir 
vermuten, daf& eine lockere Bindung zwischen Hormon und einer 
hemmenden Substanz gelést oder diese hemmende Substanz ent- 
fernt baw. zerstért wird. 

2. Chemische Eigenschaften des Hormons. Durch Adsorption 
an Benzoesiiure und Fraktionierung aus wiiBrigem Aceton nach 
Katzmann und Doisy’*) erhielten wir sehr wirksame krystalline 
Priiparate. Aus ihnen lieBen sich die krystallinen Anteile (an- 
organische Salze) durch Dialyse entfernen, ohne da ein wesent- 
licher Verlust an Wirksamkeit auftrat. Durch Einengen des Adialy- 
sates erhielten wir schlieBlich amorphe hochwirksame Pripa- 
rate des Hormons mit 10000—30000 M.E. pro mg. 

Ein solches Priparat enthielt 43,1°/, C, 6,40°/, H, 11,6°/, N 
und ber. 38,9°/, O. Die Priiparate wurden durch Alkohol, Aceton 
oder Phosphorwolframsiure tlockig gefillt, durch Esbachs Rea- 
gens, Sulfosalicylsiiure oder Tannin ohne Fiillung leicht opaleszent 
getriibt, durch Trichloressigsiiure oder durch Kochen nicht gefillt. 
Durch Siittigung mit Ammonsulfat wurde Aussalzung erzielt. — 
Die Priparate enthielten etwa 7°/, Zucker (als Glucose bestimmt), 
waren frei von P und S. Sie gaben deutliche Biuretreaktion und 
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Argininreaktion nach Sakaguchi (6 °/, Arginin entsprechend), 
schwache Reaktion nach Millon und schwache Diazoreaktion 
nach Pauly (etwa 1—2°/, Histidin entsprechend). 

Unsere Analysendaten gleichen fast vollkommen jenen, die 
Fischer und Ertel?) in ihrer griindlichen Untersuchung an weit 
weniger wirksamen Priparaten (1 mg = 100—130 M.E.) erhalten 
hatten, nimlich 42,20 (44,03) °/, C, 6,96 (7,10) °/, H und 10,26 
(10,76) °/, N. Es scheint uns méglich, daB Fischer und Ertel 
dieselbe Substanz wie wir in Hinden hatten, daB jedoch ihre 
Priparate nur zum Teil aktiviert waren. Besonders bemerkens- 
wert ist an unseren Priparaten der schon von Fischer und 
Ertel gefundene hohe Gehalt an Kohlehydrat. 


3. Einheitlichkeit des Hormons. Der aus Harn gewonnene 
Wirkstoff entfaltet zweierlei Wirkung. Er foérdert einerseits die 
Follikelreifung, andrerseits die Luteinisierung. Aschheim und 
Zondek®) fiihren dies auf zwei verschiedene Wirkstofie zuriick, Pro- 
lan A und Prolan B, Wiesner und Marshall?) bezeichnen die 
gleicheu Stoffe mit 9, und g,. Eine Trennung der beiden Kom- 
ponenten ist uns nicht gelungen. In unseren Versuchen sahen 
wir — bei zahlreichen histologischen Kontrollen — zumeist beide 
Wirkungen nebeneinander, sowohl bei Rohpriparaten mit */,, M.K, 
pro mg als auch bei Reinhormon mit 10000 M.E. pro mg (vgl. 
Tabelle). Es scheint uns daher einfacher anzunehmen, dab 
beide Wirkungen auf ein einziges Hormon zuriickgehen 
und daB die nur gelegentlich beobachtete Ausbildung von Gelbkérpern 
auf einen besonderen uns unbekannten Faktor, eine spezitische 
Reaktionsfahigkeit einzelner Tiere zuriickzufiihren ist. Wenn man 
jedoch vorzieht zwei verschiedene Wirkstoffe anzunehmen, so muf 
man die weitere Annahme machen, dab beide in gleicher Weise 
adsorbiert, aktiviert und inaktiviert werden. Das ist wenig wahr- 
scheinlich. 

Wir sahen zumeist bei kleinen Dosen nur Follikelreifung, bei groBen 
Dosen auch Corpora lutea (vgl. Tabelle). Doch fanden wir gelegentlich 
auch bei kleinen Dosen Luteinisierung. Offenbar reagieren nicht alle Tiere 
gleich. Vor allem spielt das Gewicht der Tiere eine groBe Rolle. Dieselbe 
Hormondosis, die bei einem 5—6 g schweren Tier nur Follikelreife auslést, 
kann beim ilteren 8—9 g schweren Tier Luteinisierung bewirken. 

4. Beziehung des im Harn ausgeschiedenen Hormons zum Hor- 
mon des Hypophysenvorderlappens. ir’) hatten vor 4 Jahren 
gefunden, daB der im Harn ausgeschiedene Wirkstoff dem aus 
Driise gewonnenen Hormon hinsichtlich Inaktivierung durch Pro- 
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teasen, Adsorbierkeit und Fillbarkeit durch Uranylacetat gleicht, 
hatten daher Identitit beider Stoffe fiir méglich gehalten. In- 
zwischen hat jedoch Evans’) gezeigt, daB an hypophysektomierten 
Tieren nur das aus Driise gewonnene Hormon wirksam ist, nicht 
der aus Harn gewonnene Wirkstoff. Den gleichen Befund erhoben 
Reiss, Pick und Winter!’) an jungen Hihnen. Das Harn- 
hormon ist also zweifellos vom Driisenhormon verschieden. 

Nach Evans erweist sich das Harnhormon voll wirksam, 
wenn man es gemeinsam mit inaktiviertem, z. B. gekochtem Ex- 
trakt aus Hypophyse injiziert. Evans sieht daher den aus Harn 
cewonnenen Wirkstoff als Aktivator des Hormons der Driise an. 
Vom chemischen Standpunkt scheint uns diese Erklarung nicht 
recht befriedigend, denn Aktivator und aktivierte Substanz gehéren 
zumeist sehr verschiedenen chemischen Kérperklassen an, wiihrend 
hier groBe Ahnlichkeit beider Stoffe besteht.) — Es ist auch 
auffallend, daB beim infantilen Tier Injektion eines Aktivators 
denselben Effekt bewirken soll wie Injektion des Hormous. 

Wir méchten eher glauben, da8 im Harn ein Umwand- 
lungsprodukt des in der Driise gebildeten Hormons aus- 
seschieden wird, das dessen spezifisch wirksame Gruppe noch 
enthailt, so wie etwa aus Thyreoglobulin gewonnene Albumosen 
noch die jodhaltige wirksame Gruppe des Schilddriisenhormons 
enthalten. Offenbar entfaltet das im Harn ausgeschiedene Produkt 
nur beschrinkt hormonale Wirkung und bedarf zur vollen Wirk- 
samkeit der Komplettierung durch unspezifische Substanzen aus 
Hypophyse. 


Versuche. 


1. Reinigung des Hormons. Der Harn wurde bei einer 40° nicht 
iibersteigenden Temperatur im Vakuum auf '/,, des urspriinglichen Volumens 
eingeengt, der triibe Syrup mit 5 Vol. des kiiuflichen denaturierten Spiritus 
gefillt. Die Fillung wurde mit Alkohol-Ather gewaschen, in 50 Vol. Wasser 
gelist, vom Ungelésten durch Zentrifugieren befreit und die Lésung unter 
Riihren mit '/,, Vol. einer gesittigten Lésung von Benzoesiure in Aceton 
versetzt [nach Katzmann und Doisy‘)]. Nach 12 Stunden wurde scharf 
abgenutscht, der Riickstand in Aceton eingetragen, das Ungeldste ab- 
geschleudert, mit Aceton erschépfend gewaschen und getrocknet. Je etwa 
20 mg Trockenriickstand lésten wir in 5 cem Wasser, schleuderten unldsliche 
Anteile ab und reinigten die wiBrige Liésung durch fraktionierte Fallung 
mit Aceton (nach Katzmann und Doisy). Die optimal fillende Konzen- 
tration des Acetons hingt vom Salzgehalt des Priiparates ab; die Haupt- 
menge des Hormons fiel bei einem Acetongehalt von 60—80°/, aus. Wir 
lésten diese Fraktion in 5 cem Wasser und dialysierten zum Entfernen der 
Salze 6 Stunden lang gegen 1 Liter stiindig energisch geriihrten destillierten 
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Wassers bei Zimmertemperatur. Im Dialysat fanden sich unter diesen [, 
dingungen nur kleine Anteile (bis zu 5°/,) des Hormons. Aus der Innen 
fliissigkeit wurden Trockenpriparate des Hormons durch Einengen im Vakuum 
iiber CaCl, bei Zimmertemperatur erhalten. 


2. Wirksamkeitssteigerung (Aktivierung). 
Tabelle hervor. 


Wirksamkeitssteigerung bei Reinigung des Hormons 
aus 1 Liter Schwangerenharn. 


Sie geht aus der 











aa 1, Spiritus- | 2. Benzoesiiure- 3. Adialysat 4. Dialvsall 
Fraktion : fiillung adsorbat (12,9 mg) ‘Ber. 8 ars 
(8 g) (21,5 mg) — oe 
80 mg++ +4143 Y + 4210 vy+++/03 vy 0 2.4 eem 4 
“a 45 mg+++4+] 48 Y “ 63 ytt Oly + 12 cem 4 
ema 15 mg + 14 y *+ 21 yt+etoOl y + ([0,4 ecem § 
Desdieat 45mg 0 14 yttt] 63 7 + (0,067+++4]0,12 com § 
inet ae «68 048 y + 217 + (0037 O 10,04 cem 
der Aus- ae ? 
tai 014 7 + 1 y + (0027 0 
5° 0,048 7 0 0,637++4+/0,017 0 
00147 0 
Wirksam- ow ier 
keit von, ~1/,, M.E. | ~ 7000 M.E. ~17000 M.E. etwal00MJ 
Img= | | 
Wirkung 
der gesam-) ~ 530 M.E. | ~ 150000 M.E. ~ 220000 M.E. ~ 800 ME 
ten Frakt. 











In der Tabelle bedeutet + Follikelreife und +++ Corpora Lutea. 
Die Fraktionen wurden in einem Gemisch von 7 Teilen 1°/,iger NatCl- 
Lésung und 3 Teilen m/15 Phosphatpuffergemisch p,, 7,0 gelést und ent 
sprechend mit Wasser verdiinnt. Da wir aus Mangel an Tieren die Dosen 
zumeist im Verhiltnis 1:3 abstufen mubten, sind die Resultate mit einem 
entsprechend groBen Fehler (1:3) behaftet. Fiir unsere Ergebnisse ist das 
belanglos, da die Wirkungssteigerung mehrere GriBenordnungen betriigt. 
Die jeweils kleinste wirksame Dosis (+) bezeichnen wir als Miuse 
Einheit. 

3. Chemische Untersuchung des gereinigten Hormons. 
des gereinigten Hormons wurden in 5 cem Wasser gelést und je 0,5 ccm 
mit dem gleichen Volumen folgender Reagentien versetzt: Phosphorwolfram- 
siiure-HCl-Gemisch nach van Slyke, Esbachs Reagens, 10°/,ige Trichlor- 
essigsiiure, 20°/,ige Sulfosalicylsiure, 5°/, frisch bereitete Tanninlésung, 
Millons Reagens. Das Ergebnis dieser Proben wurde oben bereits be 
schrieben. — 8 mg Hormon wurden in 1 cem 1°/,iger Soda gelést, 0,4 cem 
Diazoreagens nach Hanke und Koessler") zugefiigt und nach 10 Minuten 
gegen eine Histidin-Standardlésung colorimetriert; die Firbung war — 
wohl durch den Tyrosingehalt — gelbstichiger als jene der Standardlisung 
und entsprach annihernd 0,03—0,06 mg Histidin. In 1 mg Hormon wurde 


5 mg 





nach Sakaguchi") 0,06 mg Arginin gefunden. Der Zuckergehalt wurde 
in Anlehnung an Fischer und Erte!‘) colorimetrisch nach Treupel und 
titrimetrisch nach Hagedorn und Jensen bestimmt. Es wurden nach 
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‘beiden Methoden in mehreren Priiparaten etwa 6—10°), Zucker (als Glucose 


berechnet) gefunden. 

2,717 mg gereinigtes Hormon = 1,555 mg H,O, 4,027 mg 
0,170 mg Asche; 1,27 mg Hormon = 0,139 mg N (Nessler). Das 
Abzug der Asche 6,83°/, H, 43,12°/, C und 11,6°/, N. Die Asche war in 
HCl ohne Aufbrausen léslich und bestand im wesentlichen aus Kalk. Sie 
war frei von Halogen und Phosphor. 2 mg desselben Hormons wurden mit 
Soda-Salpeter verascht und in iiblicher Weise mit BaCl, gepriift; es wurde 


CO, und 
gibt nach 


kein S gefunden. 

4. Untersuchung auf Enzyme und Aktivierung bei 38°. Diese 
Untersuchung haben wir durchgefiihrt, weil wir es fiir méglich hielten, dab 
die rohen Priiparate proteolytische Enzyme enthalten, die das injizierte 
Hormon im subkutanen Depot zerstéren. Das ist nicht der Fall. Denn das 
rohe Hormon (Spiritusfiillung) erwies sich als frei yon Proteasen. Zu dieser 
Untersuchung wurden je 0,2 ¢ Rohhormon in 5 cem n/10-HCl bzw. n/10 
Citratpuffer p,; 5,0 bzw. 1°/, Soda gelést, dazu eine gefiirbte Fibrinflocke 
und 1 Tropfen Toluol gegeben und 24 Stunden bei 38° gehalten. In keinen 
der Versuche wurde die Flocke gelést. 

In einem Kontrollversuch wurden 250 mg Rohhormon in 20 Vol. 
1°/,iger NaCl-Lésung (steril) gelést und die Hiilfte 24 Stunden bei 38° stehen 
gelassen, die zweite Hilfte 24 Stunden bei 0°. Auch hier trat keine Zer- 
stirung des Hormons ein; wir beobachteten im Gegenteil eine Wirkungs 
steigerung nach Aufenthalt bei 38° und zwar von 0,7 M.E. pro mg auf 7 M.E. 
pro mg. — Gereinigtes Hormon (Benzoesiiureadsorbat mit 950 M.E. pro mg) 
iinderte bei gleicher Behandlung nicht seine Wirksamkeit. 
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Uber pflanzliche Herzgifte. I. 


Zur Konstitution des Uzarins. 
Von 


R. Tsehesche. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéts-Laboratorium Gottingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Oktober 1933.) 


Aus der Wurzel einer afrikanischen Gomphocarpusart wird 
eine Droge gewonnen, die den Namen ,,Uzaron“ fiihrt und zur 
Bekiimpfung von Spasmen des Magen-Darmkanals, des Uterus und 
der Bronchien Verwendung findet, ferner auch zur erfolgreichen 
Bekiimpfung diarrhéischer Zustiinde der verschiedensten Atiologie 
angewendet wird. AuBerdem besitzt die Droge eine wenn auch 
geringe digitalisartige Wirkung auf das Herz. Die wirksamen 
Bestandteile der Droge sind neben unbekannten Verbindungen 
2 Glucoside, das Uzarin und das Uzaren. 

Fiir das Uzarin haben vor einigen Jahren Windaus und 
Haack’) nachgewiesen, daB es die Zusammensetzung C,,H,.0,, 
besitzt und bei der Hydrolyse in 2 Molekiile Glucose und in ein 
Aglykon mit 23 Kohlenstofiatomen zerfillt, das eine Doppelbindung 
enthilt. Bei den energischen Bedingungen, die zur Hydrolyse 
angewendet werden miissen, wird aber das Genin nicht als solches 
isoliert, sondern ein Dianhydro-uzarigenin erhalten, das durch 
Abspaltung von 2 Molekiilen Wasser aus dem urspriinglichen Genin 
entstanden ist. Das Dianhydro-uzarigenin hat die Zusammen- 
setzung C,,H,,O0,, es enthilt wie die anderen Genine der Herz- 
giftgruppe 23 Kohlenstoffatome und ist 3-fach ungesittigt. Wie 
das Gitoxin, das Digitoxin und die anderen Vertreter der Gruppe 
pflanzlicher Herzgifte liefert das Uzarin eine positive Reaktion 
mit Nitroprussidnatrium (Legalsche Probe) und wird von Alkali 
isomerisiert. 

Nach diesen Ergebnissen von Windaus und Haack?) war 
eine nahe Verwandtschaft zwischen dem Uzarigenin und den 


') Ber. chem. Ges. 63, 1377 (1930). 
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(yeninen der anderen Herzgifte zu erwarten, und es sollte ver- 
sucht werden, Umwandlungsprodukte des Uzarigenins zu erhalten, 
die mit denen anderer Herzgifte identisch waren. Vor einiger 
Zeit ist es Jacobs und Mitarbeiter’) gegliickt, das Gitoxigenin, 
das Digitoxigenin, das Periplogenin und das Strophanthidin mit- 
einander zu verknitpfen. Die strukturellen Unterschiede zwischen 
den genannten Herzgift-aglykonen beruhen lediglich in der Zahl 
und der Stellung der Hydroxylgruppen, wiihrend das Kohlenstoff- 
geriist in allen das gleiche ist, das Strophanthidin enthilt auberdem 
noch eine Aldehydgruppe. Wenn es gelang, das Uzarigenin mit 
einem der anderen Genine zu verkniipfen, so konnten die Er- 
cebnisse, die besonders von Jacobs und Mitarbeiter an diesen 
Stoffen gewonnen worden waren, auf das Uzarigenin iibertragen 
werden. 

Von Windaus und Mitarbeiter*) sind aus dem Gitoxigenin 
und dem Digitoxigenin durch Hydrierung und Entfernung der 
sekundiiren Hydroxylgruppe die gesiittigten hydroxylfreien Lactone 
dargestellt worden. Es schien moéglich, dab aut dem gleichen 
Wege auch aus dem Dianhydro-uzarigenin ein gesiittigtes Lacton 
zu erhalten wire, das méglicherweise mit den aus Gitoxigenin 
und Digitoxigenin erhaltenen Lactonen identisch sein konnte. 

Zu diesem Ziele wurde das Dianhydro-uzarigenin-acetat kata- 
lytisch hydriert und ein Gemisch zweier gesiittigter Hexahydro- 
dianhydro-uzarigenin-acetate gewonnen, die durch fraktionierte 
Krystallisation getrennt werden konnten; sie sollen als @,- und 
a,- Hexahydro-dianhydro-uzarigenin-acetat bezeichnet werden.*) 
Durch Umesterung mit alkoholischer Salzsiiure heen sich daraus 
leicht die freien hydrierten Genine erhalten. 


a,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin, Schmelzp. 217°. [aji§ = + 11,3° 
Acetat, Schmelzp. 248° [@]}§ = + 3,9°. 
o,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin, Schmelzp. 230°. [a!}? = + 20,2°. 


Acetat, Schmelzp. 205°. [a]}§ = + 20,2° 


*) W. A. Jacobs u. E. L. Gustus, J. of biol. Chem. 86, 199 (1929); 
W.A. Jacobs u. R.C. Elderfield, J. of biol. Chem. 91, 617, 625; 92, 
313 (1931). 

*) A. Windaus, K. Westphal u. G. Stein, Ber. chem. Ges. 61, 1928 
1928); A. Windaus u. G. Stein, Ber. chem. Ges. 61, 2436 (1928). 

*) Neben dem Dianhydro-uzarigenin vom Schmelzp. 263— 265° kann 
aus den Mutterlaugen der Glucosidspaltung noch ein weiteres Dianhydro- 
uzarigenin vom Schmelzp. 236—237° isoliert werden, daB als ¢-Dianhydro- 
uzarigenin bezeichnet werden soll, seine Einheitlichkeit ist nicht ganz 
sicher. 

4* 
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Durch Oxydation mit Chromsiiure konnte in beiden Ver- 
bindungen die Hydroxylgruppe zur Ketogruppe oxydiert werden: 
die im Dianhydro-uzarigenin noch vorhandene Hydroxylgruppe 
ist also sekundiirer Natur. Durch Reduktion nach Clemmen- 
sen lieB sich die Ketogruppe durch die CH,-Gruppe  er- 
setzen, und es wurden so die gesiittigten hydroxylfreien Lac- 
tone erhalten. Sowohl das «@,- wie das @,-Lacton erwiesen 
sich den gesiittigten Lactonen aus Gitoxigenin und _ Digitoxi- 
genin ihnlich, sie waren aber zweifellos davon verschieden, mit- 
einander gemischt lieferten sie eine erhebliche Schmelzpunkts- 
erniedrigung.®) Vor einigen Monaten ist von Jacobs und Bi- 
gelow®) ein weiteres gesiittigtes Lacton der Herzgiftgruppe dar- 
gestellt worden, das Oktahydro-trianhydro-periplogenin. Dieser 
Stoff war mit dem ¢,-Lacton aus Uzarigenin ebenfalls nicht iden- 
tisch*), der Mischschmelzpunkt zeigte eine Depression von 15°, 
mit dem «¢,-Lacton aus Uzarigenin gemischt, trat aber keine 
Schmelzpunktsdepression auf. Zwischen beiden Priiparaten besteht 
allerdings ein Unterschied im Schmelzpunkt von 3° und in der 
Drehung von 8°, doch ist dieser Unterschied nicht so erheblich, 
daB eine Identitit ausgeschlossen erschien.*) 


Lacton aus Gitoxigenin, Schmelzp. 173° fol} 8 = +71°, 
4 ? } = JD 


| 
Lacton aus Digitoxigenin, Schmelzp. 185° . foji6 = 433.1%, 
£ ’ | Jr 
Lacton «, aus Uzarigenin, Schmelzp. 178°. . . fali® = +11.3°% 
1 So) b] I Mead . 
Lacton a, aus Uzarigenin, Schmelzp. 180°. . . [faji5 = +24.3°, 
2 9 } a Ip 


Lacton aus Periplogenin, Schmelzp. 176—177° . [a@]?®> = +16,4° 
nach Jacobs und Bigelow.°) 


Herr Dr. Trommsdorf’) vom Mineralogischen Institut Got- 
tingen hatte daher auf meine Bitte die Liebenswiirdigkeit, die 
beiden Priparate krystallographisch zu vergleichen, er konnte 
keinen Unterschied feststellen und hiilt sie fiir identisch. Ks scheint 
also sehr wabrscheinlich, daB das «,-Lacton aus dem Dianhydro- 
uzarigenin und das Oktahydro-trianhydro-periplogenin der gleiche 


®) Fiir die Uberlassung der Priiparate aus Gitoxigenin und Digitoxi- 
genin danke ich Herrn Prof. Dr. Windaus bestens, eine Probe Oktahydro- 
trianhydro-periplogenin erhielt ich von Prof. W. A. Jacobs, fiir die ich 
ihm auch an dieser Stelle meinen Dank aussprechen méchte. 

8) J. of biol. Chem. 101, 697 (1933). 

‘) Herr Prof. Jacobs hat von dem Oktahydro-trianhydro-periplogenin 
nur wenig in den Hiinden gehabt, so dab die Méglichkeit besteht, daB sein 
Priparat noch etwas durch einen isomeren Stoff verunreinigt ist und 
dadurch einen zu niedrigen Schmelzpunkt zeigt. 

*) Herrn Dr. Trommsdorf mécbte ich auch an dieser Stelle herz- 
lichst danken, daB er sich dieser Miihe unterzogen hat. 
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Stoff sind. Das Uzarigenin mu8 dann das gleiche Kohlen- 
stoffgeriist wie die Genine der anderen Herzgifte ent- 
halten. 

Bei der energischen Oxydation der Hexahydro-dianhydro- 
uzarigenine mit Chromsiure wird der Ring, in dem die Hydroxyl- 
sruppe steht, aufgesprengt, und es werden zwei isomere Lacton- 
dicarbonsiiuren erhalten. Bei der Brenzreaktion gibt die @,-Lacton- 
dicarbonsiure genau wie die von Windaus”) dargestellte Siiure LI 
aus Gitoxigenin ein Brenzketon, so dab angenommen werden 
darf, daB die sekundire Hydroxylgruppe des Uzarigenins wie in 
den Geninen der anderen Herzgifte in einem Sechsring steht. 

Herrn Dr. Braun von der Uzara-Gesellschaft in Melsungen 
danke ich verbindlichst fiir das von ihm zur Verfiigung gestellte 
Material. 


Experimenteller Teil. 


«-Dianhydro-uzarigenin. Das Dianhydro-uzarigenin wurde nach der 
Vorsehrift von Windaus und Haack!) dargestellt, es zeigte sich aber, dab 
der gréBte Teil des Dianhydro-uzarigenins in dem in Athanol schwer lis 
lichen Anteil verblieb. Spiiter wurde so verfahren, dab die Spaltung des 
Glucosids mit 5°/,iger alkoholischer Schwefelsiiure durch 8stiindiges Er- 
hitzen auf dem Wasserbad vorgenommen wurde. Das in Athanol schwer 
lisliche Dianhydro-uzarigenin fiillt gréBtenteils aus und wird durch Um- 
krystallisieren aus Pyridin gereinigt. Es krystallisiert fast nur das «-Di- 
anhydro-uzarigenin wieder aus, wiihrend das #-Dianhydro-uzarigenin als 
leichter léslich in den Pyridinmutterlaugen verbleibt. Der Schmelzpunkt 
des a-Dianhydro-uzarigenins wurde etwas héher zu 268—265° gefunden, 
wihrend Windaus und Haack 247—248° angeben; die Drehung zeigte 
einen niedrigeren Wert. Das Acetylderivat schmolz dagegen bei 175°, wie 
Windaus und Haack angeben, so dai vermutet werden darf, dab ihr 
Dianhydro-uzarigenin nicht ganz rein gewesen ist. 

0,021 g¢ Subst. in 2 eem Chloroform, /= 1 dm, 

a=—0,31°, [«]2° = —29,5°% 


Windaus und Haack fanden [e])? = —53,6°. 


2,885 mg Subst.: 8,270 mg CO,, 2,290 mg H,0O. 


wat 


Caste. Os Ber. € 77,92 H 8,54 Gef. C 78,18 H 8,88. 
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o,-Hexahydro-dianhydro-uzarigeninacetat. 40 ¢ Dianhydro-uzari- 
geninacetat werden in Eisessig mit einem Platinoxydkatalvsator nach Adams- 
Shriner hydriert. Nach Absiittigung der vorliegenden 3 Doppelbindungen 
wurde das Reaktionsprodukt einer fraktionierten Krystallisation aus Essig- 
ester nach dem Dreieckschema unterworfen. In den am schwersten léslichen 
Anteilen sammelt sich das «,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin-acetat an. Es 
krystallisiert aus Essigester in derben Prismen, die bei 248° schmelzen. 
Ausbeute etwa 6—8 g. 








54. H. Tschesche, 


0,0204 g Subst. in 2 ecem Chloroform, / = 1 dm, 
a= +0,04°, [or]i8 = +3,9 0. 

3,120 mg Subst.: 8,550 mg CO,, 2,680 mg H,0. 
C,, 3603 (C,H,0) Ber. C 74,57 H 9,52 Gef. C 74,74 H 9,61. 

o,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin. 6 g «,-Hexahydro-dianhydro 
uzarigeninacetat werden in 400 ecem Athanol mit 10 ecem konzentrierter 
Salzsiiure 3 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Die Lisung wird im 
Vakuum eingedampft und der Riickstand aus Aceton umkrystallisiert, e: 
werden zu Biischeln vereinigte Nadeln yom Schmelzp. 217° erhalten. 





bi 


0,021 g Subst. in 2 eem Chloroform, /=1 dm, a 
a= +0,12°, [o]is = +11,4°. D 

1.945 mg Subst.: 13,860 mg CO,, 4,540 mg H,O. 
C.,,H,,0, Ber. C 76,61 H 10,07 Gef. C 16,44 H 10,28. 


«,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin. Die niedriger als 230° schmel 
zenden Fraktionen der fraktionierten Krystallisation aus Essigester zur 
Gewinnung des a,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin-acetats werden vereinigt: 
sie werden mit 400 cem Athanol und 10 ccm konzentrierter Salzsiiure 
3 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt, dann wird die Lésung im Vakuum 
eingedampft. Der krystallisierte Riickstand wird fraktioniert aus Essigester \ 
umkrystallisiert. In den am schwersten lislichen Anteilen sammelt sich ( 
das a,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin an, es zeigt den Schmelzp. 230° ) u 
und krystallisiert in schénen Prismen mit gerader Endigung. Ausbeute d 
etwa 10g. 

0,0218 g Subst. in 2 eem Chloroform, /=1 dm, 


' rs ¥9 ni f 17 |_¢ 90 
a= +0,22°, [ali ‘= -+20,2”. 


3,006 mg Subst.: 8,420 mg CO,, 2,710 mg H,0O. 
Cyna, ser, C 76,61 H 10,07 Gef. C 76,39 H 10,09. 
Acetat: Durch Erhitzen mit Essigsiiureanhydrid wird das Acetat 
bereitet, das aus Essigester in flachen Prismen mit spitzer Endigung kry 
stallisiert und den Schmelzp. 205° aufweist. , 
' 
- 4, “a t 
0,0218 g Subst. in 2 cem Chloroform, /= 1 dm, 


a= +0,22°, |a}} 


«BQ s) 0 
4,820 mg Subst.: 13,200 mg CO,, 4,180 mg H,O. 
. 5 1 pw ~ oF - . _ > oe / 
C,,H,,O0, (C,H,O) Ber. C 74,57 H 9,52 Gef. C 74,69 H 9,70 
Von Windaus und Haack ist ein Hexahydro-dianhydro-uzarigenin 
acetat vom Schmelzp. 225—226° beschrieben worden, es darf vermutet werden, | 
dal es ein Gemisch der beiden Isomeren darstellt. 


o,-Keton. 0,5 g¢ o,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin werden mit der 
gleichen Menge Chromsiiureanhydrid in Eisessig 30 Minuten auf 30—40' 
erwirmt. Die Lésung wird in Wasser gevossen und das Reaktionsprodukt 
in saure und neutrale Anteile getrennt. Die neutralen Anteile werden mit 
Chloroform ausgeschiittelt und das a,-Keton aus Essigester umkrystallisiert, 
in dem es sehr schwer ldislich ist. Es krystallisiert in Prismen, die bei 
248—249° schmelzen. 
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0,0224 g Subst. in 2 cem Chloroform, /=1 dm, 

a= + 0,44°, fo}? = +39,3°. 

3,168 mg Subst.: 8,940 mg CO,, 2,640 mg HO. 

C.,H3,03 Ber. C 77,04 H 9,56 Gef. C 76,96 H 9,33. 

Das Oxim krystallisiert aus Essigester in Prismen und zersetzt sich 
bei 275—278°. 

3,688 mg Subst.: 0,124 cem N (16°, 750 mm). 

Pegg gh Ber. N 3,75 Gef. N 3,92. 

«,-Lacton. Aus dem e«,-Keton wird durch 6stiindiges Erhitzen mit 
amalgamiertem Zink in Athanol und konzentrierter Salzsiiure das «,-Lacton 
bereitet. Es krystallisiert aus Athanol in Nadelbiischeln vom Schmelzp. 178°. 
Mit dem Lacton aus Gitoxigenin und dem Lacton aus Digitoxigenin liefert 
es Depressionen bis zu 20°. 

0.0212 ¢ Subst. in 2 eem Chloroform, /= 1 dm, 


906 
. 


a = +0,12°, fo]t5 = +11,3 


4,346 mg Subst.: 12,790 mg CO,, 4,040 mg H,0O. 
Cy, kage Ber. C 80,17 H 10,54 Gef. C 80,26 H 10,40. 
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a,-Lacton-dicarbonsaure. 0,8 g «,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin 
werden mit 1 g Chromsiiureanhydrid in Eisessig bei 70° eine halbe Stunde 
oxydiert. Das Reaktionsprodukt wird in saure und neutrale Anteile getrennt 
und die letzteren werden in der gleichen Weise noch 1mal oxydiert. Nach 
dem Ausschiitteln der sauren Anteile mit Ather und Eindampfen wird die 
erhaltene o,-Lacton-dicarbonsiure aus Aceton umkrystallisiert. Es werden 


Or 


so rechteckige Prismen vom Schmelzp. 270° erhalten. Ausbeute 0,35 g. 
0,0218 g Subst. in 2 cem Eisessig, / = 1 dm, 
a= +0,41°, [o]}§ = + 37,6°. 
4.318 mg Subst.: 10,730 mg CO,, 3,300 mg H,O. 
C.,H5,0¢ Ber. C 67,94 H 8,44 Gef. C 67,76 H_ 8,55. 
Der Dimethylester wird mit Diazomethan bereitet. Er krystallisiert 
ius Methanol in Blittchen, die bei 184—135° schmelzen. 
0,0214 g Subst. in 2 eem Chloroform, /= 1 dm, 
a= +0,20°, [a]}§ = +18,7°. 
4.366 mg Subst.: 11,005 mg CO,, 3,440 mg H,O. 
eg BiasU, Ber. C 69,08 H 8,82 Gef. C 68,75 H 8.82. 
a,-Keton. Das «,-Keton wird in der gleichen Weise wie das «,-Keton 
bereitet. Es bildet aus Essigester warzenférmige Krystalle, die bei 216 bis 
217° schmelzen. 
0,0226 g Subst. in 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 
w= +0,48°, fo]d® = +42,5% 
4.302 mg Subst.: 12,100 mg CO,, 3,690 mg H,0. 
Cos tg Ue Ber. C 77,04 H 9,56 Gef. C 76,71 H 9,60. 


Das Oxim krystallisiert aus Essigester in Blittchen, die sich bei 


251—253°" zersetzen. 
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5,555 mg Subst.: 0,175 eem N (24°, 753 mm). 


C.,H,,0,N Ber. N 3,75 Gef. N 3,59. 


a,-Lacton. Das «,-Lacton wird, wie beim «,-Lacton beschrieben ist, 


aus dem «,-Keton bereitet. Es krystallisiert aus Athanol in feinen Nadeln 


die bei 180° schmelzen. 0,0214 ¢ Subst. in 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm, 


a = + 0,26° [a]i> =+ 243°, 
3,228 mg Subst.: 9,500 mg CO,, 3,000 mg H,0O. 
C,3H3,.0. Ber. C 80,17 H 10,54 Gef. C 80,26 H 10,40. 


Das Ergebnis der krystallographischen Untersuchung des «,-Lactons 


und des Oktahydro-trianhydro-periplogenins fabt Herr Dr. Trommsdorf 


folgendermafen zusammen: Beide Priiparate sind linealférmige Krystillchen 
bis zu 0,3 mm lang und bis zu 0,1 mm breit. Sie zeigen siimtlich charakte- 
ristische Zwillingsbildung, Verwachsung nach der Liingsrichtung. Optischer 


Befund: Ausléschungsschiefe «’ zu Lingsrichtung 40,5°+5 und 39,7° + 5. 
Lichtbrechung 9’ 1,5536 + 4 und 1,5536 + 4 
ow 1.5452 + 4 und 1,5452 + 4 

(Es wurden beide Priiparate jeweils in dieselben Fliissigkeiten ein 
vebettet.) 

Im konvergenten Licht sind die Krystalle optisch zweiachsig 2 V x 
30° + 5. Der optische Charakter ist negativ. 

«,-Lacton-dicarbonsaure. Die «,-Lacton-dicarbonsiiure wird in der 
gleichen Weise wie bei der «,-Lacton-dicarbonsiure beschrieben ist, aus 
dem a,-Hexahydro-dianhydro-uzarigenin gewonnen. Sie krystallisiert aus 
Aceton in zu Drusen vereinigten Prismen vom Schmelzp. 245—246°. 


0.0244 g Subst. in 2 cem Eisessig, / = 1 dm, 


a =+ 0,47°, [a]}° = + 38,5°. 
4,368 mg Subst.: 10,830 mg CO,, 3,200 mg H,O. 
C,5H;,0, Ber. C 67,94 H 8,44 Gef. C 67,62 H 8,20. 


Der Dimethylester wird mit Diazomethan bereitet, er schmilzt bei 
146—147° und krystallisiert in Prismen. 

0,0224 g Subst. in 2 eem Chloroform, / = 1 dm, 

c= oe 0,28 °, | is = -t- 95.0 °. 

4,261 mg Subst.: 10,780 mg CO,, 3,880 mg H,O. 

C840, Ber. C 69,08 H 8,82 Gef. C 69.00 H 8.88. 

Brenzketon der «,-Lacton-dicarbonsaure. 0,4 ¢ «,-Lacton-dicarbon- 
siiure werden in einer kleinen Retorte mit 3 ecm Essigsiiureanhydrid iiber- 
gossen. Das Essigsiiureanhydrid wird vorsichtig mit freier Flamme ab 
destilliert und das Brenzketon schlieBlich im Vakuum bei 0,2 mm und 250° 
AuBentemperatur iiberdestilliert. Es krystallisiert im Retortenansatz aus. 
Aus Athanol umkrystallisiert schmilzt es bei 215°. Ausbeute etwa 0,25 g. 

0.0212 ¢ Subst. in 2 cem Chloroform, 7 + 1 dm, 


a = + 1,60° [o@|t§ = + 150,9°. 


4,123 mg Subst.: 11,600 mg CO,, 3.530 mg H,O. 
CoH,,0, Ber. C 76,71 H 9,37 Gef. C 76,73 H 9,58. 
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Das Oxim krystallisiert aus Essigester in Prismen, die sich bei 
248—250° zersetzen. 


n ist, 5,020 mg Subst.: 0,174 cem N (23°, 742 mm). 

»| ) ~ + i a - ~ 
— Jee tas Og lh Ber. N 3,95 Gef. N 3,90. 
ldm, | yi 


6-Dianhydro-uzarigenin. Wird das rohe, bei der Glucosidabspaltung 

erhaltene Dianhydro-uzarigenin aus Pyridin umkrystallisiert, so bleibt in 

dem am leichtesten léslichen Anteil ein Dianhydro-uzarigenin zuriick, das 

0. bei etwa 230° schmilzt. Um es zu reinigen, wird es mit Essigsiiureanhydrid 
in das Acetat iibergefiihrt, das aus Essigester bis zum konstanten Schmelz- 


tons mn ii lis A : , 
Bi uunkt von 167—168° umkrystallisiert wird. Durch Umesterung mit alko 
lort I : P eae , P 

eh holischer Salzsiiure wird das freie $-Dianhydro-uzarigenin gewonnen. Aus 

nen ; naar : a a ‘ S gna Be 

kt Athanol umkrystallisiert bildet es sch6ne Nadeln, die bei 23;6—237° schmelzen. 
c c- ° - . bd 

] Die Ausbeute betriigt nur wenige Prozent der angewandten Menge Dianhydro 
cher eur ” , ' 
ge uzarigenin. 

7 

0,0202 ¢ Subst. in 2 eem Chloroform, / = 1 dm, 
a= + 0,05 o [a - = + 4,95. 
99 N " . 9 ‘¢ 9 2 or 

shia 3,204 mg Subst.: 9,120 mg CO,, 2,530 mg H,0O. 

Ber. C 77,92 H 8,54 Gef. C 77.63 H 8,84. 
23 30~”8 b] 

Tm ‘ } aw 200 ° ~ ; 
” Das Acetat vom Schmelzp. 167—168° gibt mit dem Acetat des «-Di 
anhydro-uzarigenins eine Depression von 15° 
aer 
aus 0,0202 g Subst. in 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 

tat Ie O f . _s Ov 
aus “C= + O.Gd 9 Lo D — j 4.9 . 
3,120 mg Subst.: 8,640 mg CO,, 2,290 mg H,O. 
C.3H,,0,(C,H,O) Ber. C 75,71 H 8.14 Gef. €; 7D,.D2 H Sin le 
Bei der katalytischen Hydrierung nimmt das §-Dianhydro-uzarigenin 
acetat ebenso wie das «-Dianhydro-uzarigenin-acetat 3 Mol Wasserstoff auf. 
V0} } 
; 

n- 

T- 

b 
) 

s. 
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Uber pflanzliche Herzgifte. II. 
Die Dehydrierung des Uzarigenins mit Selen. 
(Vorliufige Mitteilung.,) 


Von 
R. Tsehesche und H. Kniek. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéts-Laboratorium Gé6ttingen. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Oktober 1933.) 


In der vorhergehenden Mitteilung konnte der eine von uns 
zeigen, daB das Uzarigenin das gleiche Kohlenstoffgeriist wie die 
(xenine der anderen pflanzlichen Herzgifte enthalten muB. Vor 
einem Jahr haben Jacobs und Fleck?) die Dehydrierung des 
Strophantidins mit Selen nach der Methode von O. Diels durch- 
gefiithrt und dabei einen Kohlenwasserstoff C,,H,, erhalten, den 
sie als ein Dimethyl-phenanthren ansprechen. [Ks interessierte 
uns, ob das Uzarigenin den gleichen Kohlenwasserstoff bei der 
Selendehydrierung lieferte wie das Strophanthidin, um vielleicht 
den Versuch zu machen, diesen Kohlenwasserstoff in seiner Kon- 
stitution aufzukliren. 

Als wir das Dianhydro-uzarigenin der Selendehydrierung 
unterwarfen, erhielten wir ein Gemisch von Kohlenwasserstofien, 
das wir durch fraktionierte Krystallisation nach dem Dreieck- 
schema trennten. In den niedriger schmelzenden Anteilen fanden 
wir einen Kohlenwasserstoff C,.H,,, der bei 124—125° schmolz. 
Kin solcher Kohlenwasserstoff ist zuerst von Diels, Giidke und 
Kérding*) durch Dehydrierung des Cholesterins und des Chole- 
sterylchlorids mit Selen erhalten worden, spiiter von Diels und 
Karstens*) von Rosenheim und King‘), wie von Ruzicka 


) J. of biol. Chem. 97, 57 (1932). 
Liebigs Ann. 459, 1 (1927). 
) Liebigs Ann. 478, 129 (1930). 
Chemistry and Industry, 7. April, 301 (1933). 
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und Mitarbeitern®) auch aus Ergosterin isoliert worden. Vor 
kurzem haben Ruzicka und Thomann") den gleichen Kohlen- 
wasserstoff auch durch Dehydrierung der Cholatriensiiure erhalten. 

Wir haben, um die Identitiit unseres MKohlenwasserstotis 
CisH, mit dem Kohlenwasserstoff aus Cholesterin, Ergosterin 
und den Gallensiiuren zu beweisen, von Herrn Prot. Dr. Diels‘) 
ein Vergleichspriparat erbeten und konnten feststellen, dab unser 
Kohlenwasserstoff mit dem zuerst von Diels, Gidke und 
Kk érding?) isolierten Stoff C,,H,, identisch ist. Die beiden Ver- 
bindungen geben keine ei cages das Pikrat 
schmolz bei 118—120° und gab mit einem aus dem Dielsschen 
Priparat gewonnenen Pikrat keine Schmelzpunktsdepression. Das 
Trinitrotolylat zeigte eimen Schmelzpunkt von 93°, Ruzicka und 
Mitarbeiter’) geben 95° an, eine Schme i mas, aang trat 
nicht auf. Wir haben ferner die Absorptionsspektren beider 
Kkoblenwasserstoffe von Herrn cand. chem. Pallutz im _ hiesigen 
Institut messen lassen, die Spektren weisen keinen Unterschied aut. 


Absorptionsspektren: 


fA f MT : 


K.W. aus Uzarigenin. 0,0022°/, Ather. K.W. aus Cholesterin. 0,0022°/, Ather 


Ferner wurde von Herrn Dr. Ernst’) im Mineralogischen 
Institut der Universitit Gottingen ein krystalloptischer Vergleich 


5) Helvet. chim. Acta 16, 835 (1933). 

5) Helvet. chim. Acta 16, 224 (1933 

*) Wir danken Herrn Prof. Dr. Diels auch an dieser Stelle bestens 
fiir die Uberlassung einer Probe seines Kohlenwasserstoffs C,,H,,. 

8) Wir méchten Herrn Dr. Ernst auch an dieser Stelle herzlichst fiir 
seine Untersuchung danken. 
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vorgenommen, der ebenfalls die Identitit der beiden Kohlen- 
wasserstofte bestitigte. 

Der Befund, daB aus einem Genin der pflanzlichen Herz- 
gifte durch Dehydrierung ein Kohlenwasserstoft C,,H,, erhalten 
wird, der nach der gleichen Methode auch aus den Sterinen uni 
(rallensiuren entsteht, scheint uns von groBer Bedeutung fiir dic 
Frage nach der Konstitution dieser Aglykone zu sein. Fir den 
Kohlenwasserstoff C,,H,,, weniger wabrscheinlich C,,H,,, wird 
die Konstitution eines Cyclopenteno-phenanthrens oder Methy!- 
cyclopenteno-phenanthrens*) (Formel I) erwogen. Bei einer solchen 
Konstitution wtirde den Geninen der pflanzlichen Herzgifte das 
eleiche Ringskelett wie den Sterinen und Gallensiiuren zukommen, 
wenn man nicht die sehr unwahrscheinliche Annahme machen 
will, da der Kohlenwasserstoff C,,H,, das Produkt einer Pyro- 
synthese darstellt. Von Jacobs?!) ist in einer groben Zahl 
von Arbeiten eine Formel fiir die Genine der pflanzlichen Herz- 
gifte entwickelt worden (II), in die bisher noch nicht der vierte 
Ring untergebracht werden konnte. Es scheint unwahrscheinlich, 
daB diese Formel schon in allen Kinzelheiten der Wirklichkeit 
gerecht wird, da es schwierig ist, aus ihr die Bildung eines Cyclo- 
penteno-phenanthrens oder eines Methylderivates davon zu er- 
kliren. Wir méchten annehmen, dafi auch die Genine der pflanz- 





C—H OH 
| SO | 
CH CH CH 
Y ian | en ite ie 
HC ©—CH—CH, 4H,C—-c CGH GH O48, 
| | | | | 
CH C C_ CH, oC CH C-OHC-OH CH, 
fe ye ae i i ll al 
HC C C CH, O CH, CH CH 
| | | | | 
HC C CH CH——CH 
7, je dl 
CH CH 
I [1 (Strophanthidin nach Jacobs) 


lichen Herzgifte das gleiche Ringskelett enthalten wie die Sterine, 
(rallensiuren und Sexualhormone (Formel III). 

Neben dem Kohlenwasserstoff C,,H,, entstehen bei der Dehy- 
drierung des Dianhydro-uzarigenins noch héher schmelzende Kohlen- 


) A. Windaus, Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 1933, Heft 1, S. 95; 
O. Diels, Ber. chem. Ges. 66, 1122 (1933); E. Bergmann u. H. Hille- 
mann, Ber. chem. Ges. 66, 1302 (1933). 

1) J. of biol. Chem. 102, 237 (1933). 
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wasserstoffe, mit deren Untersuchung wir beschiiftigt sind. Den 
’ ohlen wasserstott Am Ae von Jacobs und Fleck?) haben wir bei 
der Dehydrierung des Uzarigenins nicht auffinden kénnen, viel- 
leicht bedingt die im Strophanthidin enthaltene Aldehydgruppe 
einen anderen Verlauf der Dehydrierung. 


CH, CH 


ae bie ee ig 
H.C CH OH, 
11 CH,’ HC HC—-——CH 
a Ft 
H.C CH 
H,C CH CH 
* sgl i ll 
CH, CH 


Herrn Dr. Braun von der Uzara-Gesellschaft in Melsungen 
danken wir herzlichst fiir das uns zur Vertfiigung gestellte Uzaron. 


Versuchsteil. 


30 g Dianhydro-uzarigenin werden zuniichst auf 260° erhitzt und dann 
werden 25 ¢ Selen in 3 Portionen hinzugegeben. Nach 30stiindigem Er- 
hitzen auf 320—340° ist die Selenwasserstoffentwicklung beendet. Das 
Reaktionsprodukt wird im Soxhletapparat mit Ather extrahiert, schlieBlich 
wird der Ather abdestilliert und es werden etwa 15 ¢ Ol erhalten, die bei 
12mm einer fraktionierten Destillation unterworfen werden. Es werden 
folgende Fraktionen gewonnen: 


1. 180—200° Vorlauf, krystallisiert nicht, 
2. 200—210° ) 
3. 210—220°; diese Fraktionen scheiden beim Stehen Krystalle aus. 

4, 220—240° 

Die Krystalle der einzelnen Fraktionen werden auf einer Glasfilter- 
nutsche gesammelt und durch 1maliges Umkrystallisieren aus wenig Athanol 
von dem anhaftenden, sich an der Luft briunlich fiirbenden Ol befreit. 
Jede Fraktion liefert etwa 0,4 g Krystalle. Keine der Krystallfraktionen 
ist einheitlich, sie zeigen unscharfe Schmelzpunkte zwischen 120° und 200°. 
Jede wird fraktioniert aus Athanol nach dem Dreieckschema umkrystalli- 
siert. Aus der zweiten Fraktion wird nach 20maligem Umkrystallisieren 
der Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 124—125° in einer Ausbeute von 
0,1—0,2 g erhalten. 


4,333 mg Subst.: 14,736 mg CO,, 2,740 mg H,O. 0,183 mg Subst. 
in 3,516 mg Campher 4 = 8,7°. 
C,.H,, Ber. C 93,05 H 6,95 M 232,1 


Gef. ,, 92,76 yy ton 9 SOO. 
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Das Pikrat wird in Athanol mit alkoholischer Pikrinsiurelésung be- 


reitet, Schmelzp. 118—120°. 


4,439 mg Subst.: 10,060 mg CO,, 1,660 mg H,O. — 4,595 mg Subst.: 


0,365 cem N (27°, 757 mm). 
C,3H,, + C,H,N,0, Ber. C 62,31 H 4,36 N 9,09 
Gef. ,, 61,81 55 4,18 », 9,00. 


Das Trinitrotolylat wird mit einer alkoholischen Lésung von Trinitro 
toluol bereitet, Schmelzp. 93°. Die Mischschmelzpunkte mit entsprechenden 


Verbindungen des Dielsschen Kohlenwasserstoffs C,,H,, zeigten keine 


Schmelzpunktsdepressionen. Bei der Behandlung mit  Stickoxyden 
entstand ein Nitrokérper, der aber wegen der geringen zur Verfiigung 
stehenden Menge nicht genauer untersucht werden konnte. 


Krystalloptische Untersuchung. Herr Dr. Ernst faBt das Ergebnis 
der Untersuchung folgendermaBen zusammen: Beide Priiparate krystalli- 
sieren in diinnen Bliattchen, die im konvergenten Licht die positive Mittel- 
linie mitten im Gesichtsfeld des Mikroskops zeigen. Gemessen wurden an 
beiden Priparaten die Brechungsquotienten « und # mittels Einbettungs 
methode. 

n, = 1,554 ng = 1,675 


(fiir Natriumlicht, Einbettungsfliissigkeit Kaliumquecksilberjodid). 


Unterschiede der beiden Priiparate lassen sich krystalloptisch nicht 
feststellen. 











be- 
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Bemerkungen zu der Arbeit von 0. Riesser und A. Hansen’) 


Chemisch-analytische Untersuchungen an Muskeln 
von marinen Avertebraten.* 


Von 


D. M. Needham, J. Needham, E. Baldwin und J. Yudkin. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Cambridge, England.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Oktober 1933.) 


Riesser und Hansen berichten in ihren kiirzlich verétfentlichten 
interessanten Arbeiten, daf sie Kreatinphosphorsiiure in Cephalopoden, 
Mollusken, Holothurien und Gephyreen gefunden haben. Diese Angabe 
steht in Widerspruch mit den Befunden von Needham, Needham, 
Baldwin und Yudkin), die Kreatinphosphorsiiure unter den Wirbellosen 
nur in Seeigeln und unter den Prochordaten nur in Bbalanoglossus nach- 
weisen konnten. Zur Erkliirung dieses Widerspruchs geben Riesser und 
Hansen an, dab die von ihnen angewendete indirekte Methode von 
Lohmann und Jendrassik?”) héhere Kreatinphosphorsiurewerte gibt als 
die direkte Methode von Fiske und Subbarow’%), mit der wir gearbeitet 
haben, und nehmen an, daB die héchsten Werte die richtigen sein miiBten. 
Unserer Meinung nach trifft dies jedoch nur dann zu, wenn die Ergebnisse 
mit derselben Methode am selben Gewebe erzielt worden sind. Wenn bei- 
spielsweise die Behandlung mit Magnesium-Ammoniumcitrat nach Lohmann 
und Jendrassik das anorganische Phosphat nur zu einem Teil niederschliigt, 
wiirden sich iibermiBig hohe Kreatinphosphorsiiurewerte ergeben. Fiske 
und Subbarow’®) (S. 665) haben schon vor lingerer Zeit Zweifel iiber die 
Vollstiindigkeit dieser Fiillung geiiuBert, und Riesser und Hansen bringen 
keine neuen Beweise fiir die Vollstiindigkeit. Dab sogar die Calciumfillung 
nach Fiske und Subbarow unter manchen Umstiinden unvollstindig sein 
kann, fanden wir?) (S. 269ff.) in unseren Versuchen mit Nereis, die Riesser 
und Hansen falsch ausgelegt haben, indem sie irrtiimlicherweise an- 
nehmen, dafb die Versuche die Anwesenheit von Kreatinphosphorsiiure er- 
wiesen hatten. 

Gegen die Auffassung von Riesser und Hansen, da Kreatin- 
phosphorsiiure in den meisten Wirbellosen vorhanden ist, kénnen die 
folgenden Tatsachen angefiihrt werden: 1. Eggleton und Eggleton’) 
tanden mit der Extrapolationsmethode keine Kreatinphosphorsiiure in Crusta- 
ceen, Mollusken, Holothurien und Wiirmern. Diese Methode scheint uns 
beweiskriftiger fiir den Nachweis der Kreatinphosphorsiiure als irgendeine 
andere Methode zu sein. In Crustaceen und Mollusken fanden sie ferner 


*) Diese Z. 219, 57, 62 (1933). 
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die W alpolesche Reaktion auf Kreatin negativ. — 2. Needham, Needham, 


Baldwin und Yudkin') fanden weder mit der - Caleiumnfallung nach Fiske 
und Subbarow noch mit Extrapolationsmethode Kreatinphosphorsiure bei 
einer Reihe von Wirbellosen (Cephalopoden, Holothurien, Gephyreen). Diese 
Ergebnisse wurden durch die Reaktionen nach Walpole und Jaffe in 
einigen Fiillen bestiitigt. — 3. Bei den Cephalopoden kénnte die Anwesen- 
heit eines neuen, durch Molybdat nur wenig beeinfluBbaren Phosphagens 
(Baldwin®) wenigstens teilweise die scheinbaren Kreatinphosphorsiure 
befunde von Riesser und Hansen erkliiren. 

SchlieBlich ist es auffillig, dab Riesser und Hansen in vielen Fallen 
die ,,Kreatinphosphorsiiure“-Fraktion noch unveriindert fanden, wenn der 
Muskel mangelhaft gekiihlt war, wiihrend die Argininphosphorsiure be 
deutend verringert war. Weiterhin nahm die ,,Kreatinphosphorsiure“-Frak 
tion bei Reizung hiufig sogar zu. eg Erachtens sollten alle bishe: 
mitgeteilten quantitativen Angaben iiber die Phosphagene der Wirbellosen 
nur als vorliiufige Ergebnisse betrachtet euiin nn, und die Zeit scheint ge- 
kommen, die Anwendbarkeit jeder Bestimmungsmethode auf die einzelne 
Tierart griindlich zu untersuchen. Insbesondere ist es notwendig, reines 
Phosphat und Phosphagen zu Muskelextrakten hinzuzufiigen und zu priifen, 
ob man sie quantitativy wiederfindet. 


Literatur. 


D. M. Needham, J. Needham, E. Baldwin u. J. Yudkin, Proc. roy. 

Soc. 110, 260 ( 1932). 

2K. Lohmannu. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 (1926; 194, 
306 (1928). 

3. C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. of a Chem. 81, 629 (1929). 
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Uber den Gehalt der Augenlinsen an Sulfhydrylverbindungen 
und an Ascorbinsiaure. 
Von 


Hans vy. Euler und Carl Martius. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Oktober 1933.) 


Kin als Reagens aut Vitamin C [Ascorbinsiure, Szent- 
Gyoérgyi')] 
phenol-Indophenol*), wird durch Extrakt von menschlichen und 
tierischen Augenlinsen kriftig reduziert. Nur sehr wenige in 
tierischen Geweben vorkommende Stotie vermégen eine solche 
Reduktion zu bewirken, und zwar auber der Ascorbinsiiure nur 
die Sulfhydrylderivate, unter welchen fiir Augenlinsen wohl nur 
Glutathion und Cystein in Betracht kommen. 

Das Vorkommen SH-haltiger Stoffe in Augenlinsen lieB sich 
schon nach den ersten von Carl Th. Mérner?) ausgefiihrten 
Untersuchungen annehmen. Der gleiche Forscher*) hat auch die 
Nitroprussidreaktion zum Nachweis der Sulfhydrylgruppe in Ge- 
weben eingefiihrt. Erheblich spiter hatten besondere bestimmungen 
des Cysteingehaltes von Jess, Burger und Schlomka ergeben: 
Cystein in «-Krystallin 2,3°/,, #-Krystallin 4,9°/,, Albumoid 3,1°/,. 
Vincenz Arnold) fand eine positive SH-Reaktion der Linse 
mittels Nitroprussidnatrium. Teils mit diesem Reagens, teils mit 
Bleiacetat hat Shoji*) an Linsen positive SH-Reaktion erhalten 
und schrieb dieselbe dem Cystein zu. 

Nach der Entdeckung des Glutathions durch Fr. G. Hopkins 
1921 wurde ein zweiter SH-haltiger Bestandteil der Linsen be- 
kannt. Tunnicliffe*) hatte zur Bestimmung des Glutathions, 
C,,H,,N,SO,, das sich aus Glutaminsiure, Glykokoll und Cystein 
zusammensetzt, eine Jodtitration ausgearbeitet. Mit dieser Methodik 


nunmehr oft angewandter Indicator, 2,6-Dichlor- 


1) Biochemie. J. 22, 1387 (1928). — Nature, 16. April 1932. 

*) Z. f. Unters. d. Lebensmittel 63, 1, 23 u. 241 (1932). 

*) Diese Z. 18, 213 (1893). 4) Diese Z. 28, 611 (1899). 

*) Diese Z. 70, 314 (1910). ®) Ann. D’ocul. 164, 344 (1927). 


‘) Biochemie. J. 19, 194 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX XII. 5 
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haben Michail und Vancea‘) Linsen untersucht und aus ihren 
Messungen die Konzentration des Glutathions per 100 g Substanz 
berechnet. Nun ist hierzu gleich zu bemerken, dab die Methode 
von Tunnicliffe wesentlicher Verbesserungen bedurfte, wie 
Bierichu. Kalle’)und Moncorpsu. R.Schmidt"®) gezeigt haben,')) 

Sowohl durch die Titration mit Jod als durch die Fillung 
mit Bleisalzen und zum Teil auch durch die Titration mit dem 
Till nansschen Indicator erfaBt man gleichzeitig die Sulfhydry|- 
derivate und die Gruppe der Reduktone'!*), zu welcher die Ascor- 
binsiiure gehoért.!*) Aus diesem Grunde sind nicht nur die 
friiheren Angaben iiber den Glutathiongehalt und Cysteingehalt 
der Linsen zu revidieren, sondern auch Ergebnisse und Schiliiss: 
iiber den Oxydatiousstofiwechsel der Linse, an welchem Ascorbin- 
siure wesentlich beteiligt sein kann. 

Der Reduktionswert der Linsen, etwa mit 2,6-Dichlorphenol- 
[ndophenol bestimmt, kann auBerordentlich hoch gefunden werden, 
héher ais derjenige, den wir bei anderen Organen kennen. So 
sind gelegentlich hochreduzierende Linsen gewisser Meerestische 
angetrofien worden, wihrend die Linsen von Rinderaugen nach 
Messungen aus diesem Institut weniger!*) und die Linsen von 
Schafaugen nach Untersuchungen yon Birch und Dann?) noch 
weniger reduzieren. SH-Verbindungen werden durch Luftsauerstoti, 
z.'T. reversibel, oxydiert und beeinflussen dadurch die aeroben 
enzymatischen Vorgiinge. 

Inwieweit an der Reduktion der Linsenextrakte Ascorbinsiiure 


(Vitamin ©) beteiligt ist, war noch unsicher, und zwar wegen der 


Schwierizkeit, Ascorbinsiiure neben Glutathion zu bestimmen. So- 
wohl durch die Titration des Linsenextraktes mit Jod als durch 
die Fillung mit Bleisalzen erfabt man gleichzeitig die Sulfhydryl- 
derivate als die Gruppe der Reduktone, zu welcher die Ascorbin- 
siure gehért. Spezitisch fiir die Sulfhydrylderivate ist nur die 
rote Farbe der Nitroprussidreaktion, wihrend Ascorbinsiiure mit 
dem gleichen Reagens eine gelbe I iirbung gibt. Das Verhalten von 
Glutathion zu 2,6-Dichlorphenol-Indophenol hiingt stark von den 

8) C. r. Soc. Biol. 99, 891 (1928). * Diese Z. 175, 115 (1928). 

”) Diese Z. 205, 141 (1932). 

") Eine spezif. Cystein-Reaktion (Dimethyl-p-phenylendiamin + FeCl,) 
gibt Flemming an (Biochemic. J. 24, 965 (1930). 

%) Vel. Euler u. Klussmann, Svensk. Kem. Tidskr. 44, 290 (1932). 

1%) Euler u. Martius, Lieb. Ann. 505, 73 (1933). 

4) Euler u. Euler, Svensk. Kem. Tidskr. 45, 173 (1933). 

%) Nature 131, 469 (1933). 
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Versuchsbedingungen ab, besonders von der Aciditiit der Lisung 
und wohl auch von anwesenden Metallspuren. Kuler und Kluss- 
mann hatten angegeben (fir etwa p, = 5) 10 mg Glutathion = 
18,3 Indophenolindicator. Titriert man auf Glutathion in stark 
saurer Lésung (p,, = 2,5), wo also der Umschlag von rot nach 
farblos erfolgt, so findet man nur eine sehr langsame Abschwiichung 
der roten Farbe, wihrend Ascorbinsiure sehr schnell reagiert.!® 

Wir haben auch versucht, durch Quecksilberacetat Ascorbin- 
siure von Glutathion zu trennen, wie dies kiirzlich von Kekelen, 
Emmerie, Josephy und Wolff?!’) angegeben wurde. Die so er- 
haltenen Werte von Ascorbinsiure und Glutathion haben sich aber 
nicht immer mit der geniigenden Genauigkeit reproduzieren lassen 
und erschienen deswegen zur Untersuchung der Augenlinsen nicht 
seeignet. Zu 3 Ascorbinsiiurelésungen verschiedener Konzentration, 
entsprechend einem Phenol-Indophenoltiter von 28 ccm bzw. 11 ccm, 
bzw. 2,0 com wurde cystein- und glutathionhaltiges Hefenplasmo- 
lysat zugegeben, worauf wir die Mischung mit Hg-Acetat fallten 
und dann mit H,S das Hg entfernten. 


— on fangewandt entsprech. 28 11 2 ecem Tillmans- Ind. 
Ase siure { & 
cefunden “ 28 6,9 2,4 cem - a 


Noch weniger befriedigend fielen die Versuche aus, die eingewogene 
Menge Ascorbinsiiure vor und nach der Hg-Fiallung mit J, zu 
titrieren. 

Was die zur Charakterisierung des Oxydo-Reduktionssystems 


der Linse verwendete Methylenblaureaktion betritit — hier seien 
besonders die Untersuchungen von M. Goldschmidt?) und von 
Ahlgren?®) erwiihnt —, so wird dieser Farbstoff sowohl von 


Sulfhydroderivaten als von Ascorbinsiiure beeintlubt. Ferner ent- 
hilt die Linse ein Enzymsystem, welches das Gleichgewicht zwischen 
Cystin und Cystein bzw. der SS-Form und der SH-Form des 
Glutathions mit zeitlich meBbarer Geschwindigkeit regelt. Auf diese 
enzymatische Reduktion werden wir spiiter noch zuriickkommen. 

SchlieBlich haben wir an Linsen von Rinderaugen: 

1. den Gesamtverbrauch an Jod (zugesetzt in 0,01 n-Lésung) 
lestgestellt, 

2. den Verbrauch an Indophenolindicator (13,5 com = 1 mg 
Ascorbinsiiure) gemessen und haben diesen Wert auf den Jod- 
verbrauch umgerechnet. 


®) Birch, Harris und Ray, Nature 151, 273 (1933); Harris, Nature 
132, 27 (1933). 17) Nature 132, 315 (1933). 
8) Graefes Arch. 113, 160 (1923/1924). **) Skand. Arch. Physiol. 44, 1196. 
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Die Differenz 1—2 ziehen wir als Glutathion (+ Cystein) in 


Hans vy. Euler und Carl Martius, 
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Rechnung (Tabelle, Spalte 7a). 
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6 8,75 33 0,27 2.42 8.75 22 |} 1,28 
5 | 12,5 1,20 
Schell- 7 5,8 5,0 0,064 | 0,4 1,85 0,86 : 
fisch 5 3,2 1,75 0,04 0,5 

















Die mittelst Nitroprussidnatrium direkt colorimetrisch er- 
mittelten Glutathionwerte fallen, wie Spaite 7b zeigt, sehr viel 
niedriger aus. Wir stellen unsere Zahlen, trotz dieser Unstimmig- 
keit, in der obigen Tabelle zusammen, um zu zeigen, da8 die 
reduzierenden Substanzen der Linse einstweilen nur der GréBen- 
ordnung nach bestimmt werden kinnen. In Rinderaugen riihrt 
rund '/, der gesamten Reduktion von C-Vitamin her. 

Kataraktése Linsen. Man findet in der Literatur 
Angabe, da die Starlinsen an Cystein und Glutathion verarmt 
sind. Durch die ausgefiihrten Messungen wurde aber in der 
Regel die gesamte reduzierende Substanz bestimmt, also neben 
Glutathion und Cystein auch noch Ascorbinsiiure und eventuell 
andere Reduktone. M. Goldschmidt?’) hat die Starformen nach 
biochemischen Grundsiitzen in zwei Gruppen eingeteilt, von welchen 
die eine mit der Verarmung an Glutathion verkniipft ist. Nach 
einer kurzen Notiz von Cohen, Kamner und Killian”) haben 
diese Autoren die Nitroprussidreaktion zur Glutathionbestimmung 
auf normale Linsen sowohl vom Menschen als vom Rind und ferner 
auf Starlinsen angewandt.*) Alle normalen Linsen gaben .,a deep 
magenta color“. Von 64 kataraktisen Linsen zeigten 26 keine 
Firbung, 19 eine Spur von Fiirbung an der Peripherie und in 
19 Fallen war die Farbung deutlich schwiicher als bei den nor- 
malen Linsen.°) 


die 


**) Proce. Soc. exper. Biol. a. Med. 25, 677 (1928). 

*) Zur Methodik der Glutathionbestimmuug durch Nitroprussidnatrium 
vgl. Bierich und Rosenbohm [Diese Z. 158, 1 (1933). — Boyland, 
Biochem. J. 27, 802 (1933)]. 
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Menschliche kataraktése Linsen hat der eine von uns 
seit einiger Zeit zu untersuchen Gelegenheit gehabt und spricht 
auch an dieser Stelle Herrn Oberarzt Dozenten K. Forsmark und 
Herrn Dozenten K. G. Ploman seinen besten Dank aus fiir die 
freundliche Unterstiitzung durch Uberlassung von Operationsmaterial. 
Besonders wertvoll war es, zwei nicht kataraktése menschliche 
Linsen zum Vergleich heranziehen zu kénnen. Auch in der mensch- 
lichen Linse ist neben den reduzierenden Sulfhydrylderivaten 
Vitamin © (Ascorbinsiiure) vorhanden, aber auch hier wie in der 
Linse des Rinderauges ist die Menge des C-Vitamins kleiner als 
die Menge des Glutathions und Cysteins. 

Die normale nicht kataraktése Linse eines 30 jihrigen Mannes 
ergab cinen totalen Reduktionswert von 6,6 ccm per g Lainse 
13,5 cem = 1 mg Ascorbinsiiure), wovon etwa 28°/, auf die As- 
corbinsiiure selbst entfallen, wie durch Reduktion des Indophenol- 
indicators bei p,, = 2,5 festgestellt wurde.?') In der zweiten Linse, 
die uns zur Verfiigung stand, wurde mit der Nitroprussidmethode 
allerdings nur die Hilfte der gesamten reduzierenden Substanz 
als Glutathion gefunden. 

Von menschlichen kataraktisen Linsen konnten wir bis jetzt 
7 untersuchen und zwar alle von Patienten im Alter zwischen 
60 und 75 Jahren. Wir kommen an anderer Stelle noch ein- 
gehender auf die hierfiir geeignetste Methodik und auf die ein- 
zelnen Fille zuriick. Von den 7 untersuchten Linsen haben wir 
4 geteilt und die Hilfte auf Reduktion bei p,, = 2,5 und die 
andere Hilfte auf Glutathion—Cystein gepriift. An 3 Linsen (Nera- 


fimer-Lasarettet, Stockholm, ([XO), (Oskar A. 64 Jahre. — Karl 
August K. 75 Jahre. — Gustav 8. 66 Jahre) haben wir Gesamt- 


reduktion und Ascorbinsiurereduktion untersucht. Wir kénnen die 
kurze Angabe von Cohen, Kamner u. Killian insofern bestiitigen, 
als wir die Glutathionmenge stets stark erniedrigt fanden. 
Die relativ stiirkste Verminderung betrifft den der Redukton- 
gruppe zugehérigen Linsenbestandteil. Da bisher kein anderes 
Gled dieser Gruppe im Tierkérper nachgewiesen ist, so ist zu 
schlieBen, daB es sich um Ascorbinsiiure (C-Vitamin) handelt. 
Wir kénnen unser diesbeziigliches Ergebnis dahin zusammenfassen, 
daf das in der normalen menschlichen Linse vorhandene C-Vita- 
min in der kataraktésen Linse so stark abgenommen hat, dab es 
mit den jetzt bekannten Methoden darin nicht mehr mit Sicher- 
heit nachweisbar ist. 
71) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 11 B, 18 (1933). 
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Uber ein Oxydationsprodukt des ¢-Ergostenols. 
Von 


Th. Achtermann. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaéts-Laboratorium G6ttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Oktober 1933.) 


Bei der Oxydation des «-Ergostenols mit Chromsiiure ent- 
stehen neben Ergostenon noch zwei weitere krystallisierte Oxy dations- 
produkte, von denen bisher nur eines niher beschrieben worden ist.’ 

Nach Heilbron fihrt die Chromsiureoxydation des Ergo- 
stenols in der Hauptsache zu einem Abbauprodukt, dessen Zusammen- 
setzung entweder der Formel C,,H,,O, oder C,,H,,O, entsprechen 
soll; es wurde durch mehrfaches Umkrystallisieren eines bei 145 bis 
155° schmelzenden Rohproduktes erhalten; es schmolz dann bei 
185° und zeigte die spezifische Drehung [@]?°> = + 87°. Ein solches 
Abbauprodukt des Ergosterins wiirde im Hinblick auf die Sexual- 
hormone groBes Interesse besitzen. Ich habe daher versucht, den 
Stoff vom Schmelzp. 185° entsprechend der in der oben erwihnten 
Arbeit gegebenen Vorschrift darzustellen. 

Bei Vornahme der Oxydation in 90°/,iger Essigsiiure (Merck) 
erhielt ich das von Heilbron beschriebene Rohprodukt vow 
Schmelzp. 145—155°, aber erst die Nachoxydation des Gemisches 
oder auch die weitere Oxydation des Ergostenons fiihrte zu einem 
einheitlichen Stoff vom Schmelzp. 183° und der spezifischen 
Drehung [«]!6 = + 106”.?) 

Der sorgfiltig gereinigte Stoff zeigt ein charakteristisches Ab- 
sorptionsspektrum im Ultraviolett mit einem Maximum bei 254 mu. 


') Heilbron, J. chem. Soe. Lond. 1932, S. 1699. 

*) Aus den Mutterlaugen dieses Stoffes konnte ein weiteres krystalli- 
siertes Oxydationsprodukt vom Schmelzp. 237° isoliert werden, dessen geringe 
Menge aber nicht zur niiheren Untersuchung ausreichte. 
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Bei der Analyse dieses Stoffes erhielt ich Zahlen, die mit einer 
Formel C,,H,,O, unvereinbar waren. 

Eine entscheidende Aussage iiber die Natur des Oxydations- 
produktes liefert das Ergebnis der katalytischen Hydrierung mit 
Platin und Wasserstoff in Eisessig. Hierbei entsteht a-Ergostenol. 
Das beweist, daB in diesem Oxydationsprodukt das urspriingliche 
Kohlenstoffgeriist des Ergostenols unveriindert erhalten geblieben 
ist. Bei der Oxydation des Ergostenons ist eine der Doppelbindung 
benachbarte Methylengruppe zur Ketogruppe geworden und bei 
der katalytischen Hydrierung ist diese Ketogruppe wieder durch 
Methylen ersetzt worden, wahrend die andere Ketogruppe im 
Ringe A in eine sekundire Alkoholgruppe tibergefiihrt worden ist. 
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Kine Formel mit 21 oder 22 Kohlenstoffatomen ist aber fiir 
dieses Oxydationsprodukt ausgeschlossen. Nimmt man fiir «-Ergo- 
stenon die Formel I an, so steht im Oxo-ergostenon die Ketogruppe 
in der Stellung 7 oder 11. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des ungesattigten Diketons C,,H,,0,. Ergostenon 
wurde nach den Angaben von Reindel’) durch Oxydation von e«-Ergo- 
stenol mit Chromsiure dargestellt. 

10 ¢ Ergostenon wurden in 150 cem 90°/,iger Essigsiiure gelést und 
hei 80° im Laufe von 2 Stunden allmiihlich mit der Auflésung von 8 g 
Chromsiiureanhydrid in 80 cem Eisessig und 5 ccm Wasser versetzt. Wiihrend 
der Oxydation wurde die Lésung gut geriihrt. 

Das Reaktionsgemisch wurde sodann in Wasser gegossen und aus- 
reiithert. Die sauren Anteile wurden der jitherischen Liésung mit Soda 
entzogen und nicht weiter untersucht. Nach Einengen der getrockneten 
itherischen Lésung und Zusatz von Alkohol krystallisierte das Oxydations- 
produkt aus. Die Ausbeute betrug 22—25°/,. Der Stoff ist leicht léslich 
in Chloroform, schwerer in Ather und Aceton und schwer loslich in Athyl- 


') Liebigs Ann. 466, 131 (1928). 
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alkohol, Aus Aceton—Alkohol krystallisiert er in langen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 188°. Eine schwache Gelbfiirbung des Oxydationsproduktes, die durch 
Umkrysiallisieren nicht zu beseitigen ist, verschwindet nach kurzem Er- 
wiirmen mit Essigsiiureanhydrid, ohne daB sich die Konstanten iindern. 


20,2 mg Subst., 2 cem Chloroform, 1 = 1 dm, 
a =+ 1,07°, (aj}5 =+ 105,9°. 
3,050 mg Subst.: 9,100 mg CO,, 2,900 mg H,0. 
Jegthg Os Ber. C 81,47 H 10,75 Gef. C 81,37 H 10,64, 


Fiir C,,H,,0, berechnen sich: C 79,8, H 10,1. 


Katalytische Hydrierung des Diketons. 1,1 g des Oxydations- 
produktes wurden in wenig Eisessig gelést und bei Gegenwart von Platin- 
katalysator mit Wasserstoff geschiittelt. Die 3 Mol entsprechende Menge 
Wasserstoff wurde in kurzer Zeit aufgenommen. Nach Abdampfen der 
filtrierten Lésung wurde der Riickstand mehrmals aus Ather-Methanol um- 
krystallisiert und schmolz dann bei 130°; er gab mit «-Ergostenol vom 
gleichen Schmelzpunkt keine Depression. 

Acetat: Das Acetat wurde durch Erhitzen mit Essigsiureanhydrid 
dargestellt. Der Schmelzpunkt lag bei 109°. Mit Ergostenolacetat vom 
gleichen Schmelzpunkt wurde keine Depression festgestellt. 


Spez. Drehung: 17,7 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 
a= + 0,03 °, [o]} o + 8,4°, 


) 


3,375 mg Subst.: 10,080 mg CO,, 3,370 mg H,O. 
C8.,0, Ber. C 81,37 H 11,39 Gef. C 81,46 Hi 11,17. 
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